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Abreviaturas y acronimos

Se presentan a continuacion las abreviaturas y acrénimos empleados a lo largo de esta
memoria. Se excluyen en general las soluciones y medios descritos en el capitulo “Materiales

y métodos”.

AcNa: Acetato sédico HK: histidina quinasa

ACP: proteina trasportadora de grupos HPLC: Cromatografia liquida de alta
acilo resolucion

ADNCc: ADN complementario HTH: hélice-vuelta-hélice

ADNg: ADN total o genémico IPTG: 1-isopropil-p-D-galactopiranésido

antibiéticoR: resistente a un determinado kb: kilopares de bases

antibiético KCTC: coleccion de cultivos tipo koreana

antibidticoS: sensible a un determinado Kn: kanamicina

antibidtico KR: cetoreductasa

Apr: apramicina KS: cetosintasa

ARNr: ARN ribosomal LAL: proteina de gran tamafio de unién a

ARNt: ARN de transferencia ATP de la familia LuxR

AT: aciltransferasa M: molar.

ATCC: colecciéon americana de cultivos tipo MCS: sitio de clonacién maultiple

AU: unidades de absorbancia MME: micofenolato de mofetilo

AZA: azatioprina MTBE: metilterbutileter

CIA: cloroformo-alcohol isoamilico nm: nanémetro

CoA: coenzima A NRPS: péptido sintasa no ribosomal

CsA: ciclosporina A Nt: N-terminal

Ct: C-terminal nt: nucleétido

CTAB: bromuro de cetil-trimetil amonio OREF: marco de lectura abierto

DH: deshidratasa pb: pares de bases

DCDC: 4,5 dihidroxi-1,5-dienocarboxilico PKS(s): policétido sintasa(s)

DHCHC: 4cido 4,5 dihidroxiciclohex-1- PT: proteinas terminales

enecarboxilico qRT-PCR: PCR cuantitativa a tiempo real

DMSO: dimetilsulféxido QS: quérum sensing

dNTPs: desoxinucleétidos trifosfato RIN: ndmero de integridad del ARN

EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético rpm: revoluciones por minuto

ER: enoil reductasa RR: Regulador de respuesta

FAS: sintasa de acidos grasos SDS: docedil sulfato sédico

FDA: agencia del medicamento de los EEUU T?: Temperatura

GlcNAc: N-acetil glucosamina TE: tioesteresa

HK: Histidina quinasa TFA: acido trifluoro acético



TFR: familia reguladores transcripcionales TetR vol/v: volumen

TIR: Repeticiones terminales invertidas WT: fenotipo salvaje (wild type).
Tm: temperatura de fusién X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
Tris: tris-hidroximetil-aminometano -p-D-galactopiranésido

Glosario de términos coloquiales en medicina pero que no estin recogidos en la RAE:
Sintenia

Clado
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1. Introduccion







1.1. Género Streptomyces

1.1.1. Taxonomia del género

La taxonomia de las actinobacterias ha sido actualizada periédicamente. En 2001 se
publicé el primer volumen de la segunda edicion del “Bergey's Manual® of Systematic
Bacteriology”, en la cual se hace una clasificacién fundamentalmente filogenética en lugar de
fenotipica, y por consiguiente, muy diferente de la primera edicién. Esta segunda edicion
consta de 5 volimenes, transcurriendo 12 afios desde el lanzamiento del primer volumen
hasta el quinto y altimo volumen publicado en 2012. El volumen V esta dedicado a un grupo
filogenéticamente compacto denominado Actinobacteria, al que se ha asignado la categoria
taxondmica de filo y dentro del cual se encuadra el género Streptomyces, objeto de estudio de
este trabajo (Ludwig et al., 2012).

El filo Actinobacteria se encuentra sélidamente respaldado por el analisis de los genes que
codifican los ARNr 16S y 23S, la presencia de inserciones y deleciones conservadas en
determinadas proteinas y reorganizaciones génicas caracteristicas (Goodfellow y Fiedler,
2010). El marco filogenético de este V volumen dedicado a las actinobacterias se construye en
base a los analisis taxonémicos de Stackebrandt et al. (1997) y Zhi et al. (2009). Stackebrandt
enmienda la descripciéon de la subclase Actinobacteridae y de la familia Actinomicetaceae
propuesta por Buchanan (1918), mientras que Zhi et al. (2009) realizan una nueva enmienda
de los grupos anteriores. Sin embargo, en la clasificaciéon propuesta en el volumen V de esta
segunda edicién, aunque basdndose en el marco filogenético anterior, se decide eliminar los
rangos taxonémicos de subclase y suborden y los clados representados por estos rangos son
elevados a los rangos de clase y orden, respectivamente. De este modo, se consigue un
enclave taxondmico mas consistente del filo Actinobacteria, donde el niumero de subdivisiones
de los rangos superiores pasa de 6 (“Road Map to the manual” del volumen I y II de la
segunda edicion) (Garrity y Holt, 2001; Garrity et al, 2005) a 4 en el volumen V de la segunda
edicion (Ludwig et al., 2012) (Tabla 1.1). Esta nueva clasificacién taxonémica conlleva
importantes cambios: por un lado, la clase Actinobacteria excluye las subclases
Acidimicrobidae, Coriobacteridae, Nitriliruptoridae y Rubrobacteridae debido a la elevacion de
éstas al rango de clases. Del mismo modo, con la elevacién del suborden Actinomycetales a
orden, éste se restringe Unicamente a la familia Actinomycetaceae, mientras que los
subérdenes Micrococcineae y Pseudonocardineae dejan de estar en uso.

Con esta nueva clasificacion, el término “actinomicetales” incluye en sentido estricto
Unicamente a la familia Actinomycetaceae, aunque debido al uso generalizado del término no

se excluye su uso en el sentido convencional.



Tabla 1.1. Enclave taxonémico del género Streptomyces™

2% Ed Bergey’s Manual (Garrity et al., 2005) 2* Ed Bergey’s Manual (Ludwig et al., 2012)
Dominio Bacteria, Dominio Bacteria,
Filo BXIV “Actinobacteria”, Filo XXVI “Actinobacteria”,
Clase I Actinobacteria, Clase I Actinobacteria,

Subclase V Actinobacteridae,
Orden I Actinomycetales, Orden XIV Streptomycetales,
Suborden XIV Streptomycineae,
Familia I Streptomycetaceae, Familia I Streptomycetaceae,

Género I Streptomyces. Género I Streptomyces.

(*) En el volumen V de la segunda edicién del Bergey's Manual, publicado en 2012, se observa una reduccién del
numero de subdivisiones de los rangos taxonémicos del filo Actinobacteria de 6 a 4, siendo 6 las subdivisiones
presentes en los volimenes I y II de esta segunda edicién.

1.1.2. Caracteristicas bioldgicas del género Streptomyces

Aunque el origen evolutivo de los actinomicetos todavia no ha sido totalmente
esclarecido, existen indicios que sittian al altimo antecesor comun de las actinobacterias hace
1500-2000 millones de afios (Ma) como resultado de la primera oxigenacién de la atmosfera.

En cuanto al género Streptomyces, su origen data hace 450 Ma, coincidiendo con la
colonizaciéon de la Tierra por las plantas verdes y el consiguiente incremento del nivel de
oxigeno atmosférico (Embley y Stackebrandt, 1994). Estos dos fenémenos fueron esenciales
para la aparicion de los miembros del género Streptomyces y ponen de manifiesto
importantes caracteristicas del género. Por un lado, la colonizacién de la Tierra por las
plantas permiti6 el rapido desarrollo de las bacterias del género gracias a su capacidad para
producir gran cantidad de enzimas hidroliticas extracelulares como quitinasas, celulasas, o
xilanasas, capaces de degradar eficazmente sustancias complejas como lignocelulosa, quitina
o peptidoglicano procedente de plantas, hongos y otros organismos (Chater, 2006). Desde
entonces, el género Streptomyces ha tenido un importante papel en la formacion del suelo,
participando activamente en los ciclos biogeoquimicos y contribuyendo notablemente a su
mineralizacion.

Por otro lado, el incremento de oxigeno también fue un factor esencial para la aparicion
de los estreptomicetos, ya que salvo contadas excepciones, se considera que los miembros del
género Streptomyces son aerobios estrictos con una limitada capacidad de crecimiento en
condiciones microaeroéfilas (Kutzner, 1981). El crecimiento como aerobios o microaeroéfilos
depende de las condiciones nutricionales del medio de cultivo. En medio ricos, los

estreptomicetos crecen aerdbicamente en la superficie de una placa de agar semisolida,



mientras que en medios pobres o con fuentes de carbono no asimilable, crecen como
microaerdfilos. Sin embargo, los estreptomicetos, como principales representantes de la
microbiota del suelo y como consecuencia de la naturaleza compleja de éste y de su
necesidad de adaptaciéon, han tenido que adquirir y desarrollar sistemas de respiracion
alternativa a la aerobia para sobrevivir a situaciones como la disminucién de la
concentracion o la falta de oxigeno de manera temporal o local (suelos parcialmente
mojados o inundados, lodos, etc). Por ello, y aunque no son muy abundantes, se han descrito
algunas especies capaces de respirar nitrato como Streptomyces violaceoruber, Streptomyces
nitrosporeus, ~Streptomyces thioluteus o Streptomyces coelicolor que llevan a cabo la
desasimilaciéon incompleta del nitrato, y Streptomyces antibioticus, que es capaz de realizar la
desnitrificacién completa de nitrato a N», actuando todos ellos como anaerobios facultativos
(Albrecht et al., 1997; Kumon et al., 2002; Shoun et al., 1998). Sin embargo, la viabilidad
mediante respiracion anaerobia estricta solo ha sido referenciada en estado de espora. En S.
coelicolor se ha demostrado que la presencia de 3 copias de la agrupacién de nitrato reductasa
respiratoria (nar) permite tanto a las esporas durmientes como a las germinativas sobrevivir
durante varias semanas en ausencia total de oxigeno tras un crecimiento inicial

microaerdbico (Fischer et al., 2010; van Keulen ef al., 2003).

La mayoria de las especies del género Streptomyces son neutroéfilas estando su pH de
crecimiento entre 5,0 y 9,0 y siendo su 6ptimo cercano a pH 7. Son aisladas de forma asidua
tanto en suelos neutros como alcalinos. Sin embargo, se han aislado cepas acidotolerantes y
acidofilas en suelos &cidos que crecen en un intervalo de pH de 3,5 y 6,5 (6ptimo entre 4,5y
5,5). Las cepas acidoéfilas pueden producir exoenzimas que requieren un pH acido y que
juegan un papel importante en la descomposicion de suelos acidos y basura (Williams y
Flowers, 1978). También han sido descritos estreptomicetos basotolerantes y baséfilos con un
con pH 6ptimo de crecimiento entre 9 y 9,5. Mikami et al. (1982) describen cepas capaces de
crecer a un pH de 11,5.

El género Streptomyces incluye mayormente especies mesoéfilas, creciendo a temperaturas
entre 10 y 37 °C (6ptima entre 25 y 35 °C), aunque algunas especies pueden crecer por encima
de 37 °C actuando como termotolerantes. Se han descrito una minoria de especies termofilas
que muestran crecimiento entre 28 y 55 °C, pudiendo crecer incluso a temperaturas
superiores (Kim et al., 1999). Se han aislado especies termofilas de muestras de suelo,
estiércol, compost, aguas residuales y hdbitats acuaticos (Cross, 1981; Ohta e Ikeda, 1978;
Tendler y Burkholder, 1961). En cuanto a la T? de cultivo, esta deberd establecerse en funcién

del objetivo del estudio ya que la T* 6ptima de crecimiento rdpido y méximo rendimiento



puede no ser la mejor elecciéon para estudiar la produccién de metabolitos secundarios

(Kutzner, 1981).

En cuanto al estilo de vida, existen escasas excepciones al modo saprofito. De las 11041
especies de Streptomyces descritas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy), solo son
reconocidas una docena de especies como parasitos de plantas, siendo Streptomyces scabies, la
mas extendida (Bignell et al., 2010). En cuanto a infecciones humanas, se han descrito un
escaso nimero de especies capaces de causar enfermedades, como las especies Streptomyces
somaliensis y Streptomyces sudanensis, causantes del actinomicetoma (Quintana et al., 2008),
habiéndose descrito ademéds varios casos de infecciones oportunistas por estreptomicetos

(Kapadia et al., 2007; Pellegrini et al., 2012).

1.1.3. Ecologia del género Streptomyces

Las bacterias del género Streptomyces, de manera mayoritaria, son habitantes del suelo.
En la mayoria de los suelos los estreptomicetos constituyen entre el 1y el 20 % del recuento
total de viables (en inglés “total viable count”), que equivale a 104-107 unidades formadoras
de colonia (u.f.c.) por gramo de suelo (Korn-Wendisch y Kutzner, 1992), constituyendo en
algunos suelos la poblacién dominante.

Aunque es frecuente aislar actinomicetos de muestras de agua dulce, sedimentos de rios
y lagos y de zonas costeras y sedimentos marinos, se considera que estos organismos no son
parte de la microbiota autéctona y que probablemente derivan de hébitats terrestres (Cross,
1981). Sin embargo, los actinomicetos pueden sobrevivir como formas durmientes en
hébitats acuaticos durante largos periodos. Esta cualidad para formar esporas junto con su
capacidad para utilizar gran cantidad de fuentes de carbono han permitido su ubicuidad. Las
esporas permiten resistir a condiciones adversas tanto nutricionales como de disponibilidad
hidrica y a su vez facilitan la dispersiéon mediante agua, animales o incluso aire (Lloyd, 1969;
Ruddick et al., 1972). Por ello, y de manera minoritaria, especies del género Streptomyces han
colonizado ambientes acuaticos, como es el caso de Streptomyces axinellae, especie aislada de
una esponja marina (Pimentel-Elardo et al., 2009), Streptomyces pharmamarensis aislada de una
muestra procedente de sedimento marino (Carro et al., 2012) o Streptomyces ginglanensis y
Streptomyces xiamenensis, aislados de muestras procedentes de sedimentos de manglares (Hu
et al, 2012; Xu et al., 2009).

Una caracteristica diferencial de los estreptomicetos es su capacidad para producir
metabolitos volétiles aromaticos, como geosmina y 2-metilisoborneol, responsables del olor
caracteristico a tierra mojada (Bentley y Meganathan, 1981; Gerber y Lechevalier, 1965; Wang

y Cane, 2008). Los estreptomicetos crecen sobre la vegetacion en descomposicion en las


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy

riberas de los rios o las marismas y sobre los tapetes de algas flotantes y otros restos
vegetales en descomposicion. Cuando se produce la subida del nivel de agua de los rios, esas
sustancias son liberadas causando el olor y sabor desagradable del agua potable y por tanto
afectando a su calidad (Gerber, 1979). Dichos compuestos, aunque inocuos para el consumo
humano, son responsables de grandes pérdidas econémicas en importantes sectores, ya que
también son causantes del olor y sabor mohoso de pescados de acuicultura (Petersen et al.,
2011) y del aroma terroso en bebidas como el vino y la cerveza, afectando negativamente a

las cualidades organolépticas (Darriet et al., 2000).

1.1.3.1. Importancia ecoldgica de Streptomyces

Los estreptomicetos juegan un papel esencial en el reciclado de la materia organica. La
mayorfa de ellos pueden degradar materiales complejos y recalcitrantes de plantas y
animales como polisacaridos (celulosa, quitina, pectina o almidén), proteinas (elastina o
queratina), compuestos aromaticos y lignocelulosa.

Los genomas de Streptomyces codifican un elevado nimero de proteinas secretadas. El
microorganismo modelo S. coelicolor A3(2) presenta aproximadamente 800 proteinas
extracelulares, entre las que se encuentran 147 hidrolasas, 7 celulasas y 5 quitinasas (Bentley
et al., 2002; Ventura et al., 2007).

Las amilasas y sus inhibidores, son las responsables de la degradacion del almidén,
fuente primaria de la industria alimentaria. La primera a-amilasa caracterizada en
Streptomyces fue la a-amilasa (aml) de S. limosus (Long et al., 1987). Asimismo han sido
identificados en varias especies del género Streptomyces los genes que codifican xilanasas,
implicadas en la descomposiciéon de lignocelulosa. Estas xilanasas son producidas por
estreptomicetos mesoéfilos como Streptomyces lividans (Mondou et al., 1986) y termofilos
como Streptomyces thermoviolaceus OPC-520, que produce una xilanasa termoestable (Tsujibo
et al., 1992). Igualmente se han identificado complejos pectinoliticos (Sato y Kaji, 1980),
quitinoliticos (quitinasa y quitobiasa) (Berger y Reynolds, 1958) y complejos celuloliticos
(endocelulasas y exocelulasas) (Crawford y McCoy, 1972; Ishaque y Kluepfel, 1980) en
distintos estreptomicetos. Recientemente, han sido caracterizadas varias cepas de
Streptomyces aisladas de heces de herbivoros que son capaces de convertir la celulosa y la
lignocelulosa en lipidos y aztcares reducidos. Estas cepas presentan gran interés por su
posible uso en la produccién de biofuel (Liu et al., 2014). También son herramientas ttiles en
la industria textil las lacasas producidas por Streptomyces cyaneus CECT3335 por su

capacidad para decolorar y detoxificar los colorantes azoicos (Moya et al., 2010).



Otras enzimas ampliamente distribuidas entre los estreptomicetos son las proteasas
extracelulares e inhibidores de proteasas (Kim et al., 2008; Taguchi et al., 1989). Es frecuente
encontrar en Streptomyces queratinasas, herramientas fttiles en biotecnologia por su
capacidad para degradar cuero y residuos que contienen queratina (Chao et al., 2007; Syed et
al., 2009). También han sido estudiadas lipasas extracelulares y los genes que las codifican en
diferentes cepas de Streptomyces (Cruz et al., 1994).

Ademas de degradar polimeros, algunos estreptomicetos también tienen capacidad de
degradar compuestos organicos como el algodén o la goma (Jendrossek et al., 1997; Lacey y
Lacey, 1987). De hecho, Streptomyces spp. son los miembros mayoritarios en comunidades de
actinomicetos capaces de utilizar goma y latex como tnica fuente de carbono y energia
(Jendrossek et al., 1997). Incluso algunos estreptomicetos son productores de enzimas capaces

de modificar farmacos y xenobiéticos (Peczynska-Czoch y Mordarski, 1988).

1.1.4. Ciclo de vida del género Streptomyces

Existen tres caracteristicas destacadas del género Streptomyces que le confieren especial
interés: a su ya mencionada capacidad para producir importantes enzimas hidroliticas
extracelulares, se une tanto el desarrollo de un ciclo de vida complejo que culmina con la
formacién de un micelio aéreo con capacidad de esporulacion, como su gran capacidad para
producir antibidticos y otros metabolitos secundarios con importantes actividades
farmacolégicas. Las tres caracteristicas se relacionan con fases tardias del ciclo de vida y

estan fuertemente relacionadas entre si.

% Ciclo de vida del género Streptomyces: Modelo clasico

El ciclo de vida de las bacterias del género Streptomyces exhibe una gran complejidad,
rasgo inusual entre procariotas (Figura 1.1). Dicha complejidad presenta cierta similitud con
el ciclo de vida de los hongos filamentosos, lo que puede ser debido a la adaptacién a nichos
ecologicos similares, aunque los mecanismos que desencadenan la diferenciaciéon muestran
distintos origenes evolutivos (Chater, 2006).

Desde la primera descripciéon del ciclo de vida de Streptomyces sp. donde se postula la
formacién del micelio sustrato por unién celular con fusiéon de cromosomas (Klieneberger-
Nobel, 1947), en lugar de por divisién nuclear como demostré posteriormente Mc Gregor
(1954), han sido muchas las investigaciones que han tenido como principal objeto de estudio
descifrar los mecanismos que gobiernan la diferenciacion morfologica del género
Streptomyces. Desde entonces, las fases por las que atraviesa el ciclo vital han sido estudiadas

en profundidad, principalmente en S. coelicolor, microorganismo modelo del género.



A continuacion, se describen las distintas etapas de diferenciacién morfolégica que tienen
lugar durante el ciclo de vida, asi como la diferenciacién bioquimica asociada a cada etapa
(Figura 1.1):

* Las esporas presentes en el suelo germinan cuando aparecen en el medio condiciones
hidricas y nutricionales favorables. Las esporas forman uno o dos tubos germinativos que
contindan creciendo de manera apical, para posteriormente dividirse, en un proceso que da
lugar a un conjunto de hifas ramificadas, filamentosas y multinucleadas que penetran en el
sustrato, constituyendo el micelio vegetativo o sustrato (Flardh y Buttner, 2009). Una vez
consumidos los nutrientes disponibles de forma inmediata, es necesario acceder a los
nutrientes insolubles del medio, lo que se ve altamente favorecido tanto por un crecimiento
miceliar (hifas ramificadas) que facilita la penetracion y adhesiéon a restos organicos
insolubles, como por la produccion y liberaciéon de enzimas hidroliticas (xilanasas, celulasas),
que degradan los restos organicos insolubles de plantas, y quitinasas, que permiten romper
las paredes celulares de los hongos, sus principales competidores. Del mismo modo, se
liberan antibidticos para asi asegurarse que los nutrientes de plantas ya solubilizados no sean

utilizados por otros competidores.
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Figura 1.1. Ciclo de vida del género Streptomyces. A partir de la espora en condiciones favorables, se forma el
tubo germinativo que da lugar al micelio sustrato. En repuesta a la limitaciéon de nutrientes se forma el micelio
aéreo y las hifas que lo forman se segmentan en partes uninucleadas que dan origen a una nueva espora,
cerrandose el ciclo. Fuente: Imagen obtenida y modificada de Hunter (2007).




* Por ultimo, nuevamente sefiales de escasez nutricional desencadenan Ia
diferenciacion morfolégica del micelio aéreo que comienza a dividirse de forma controlada
formando compartimentos unigenémicos mediante septos de doble capa, dando lugar a una
cadena de preesporas compartimentalizadas que se diferenciaran a esporas maduras y se
liberaran finalmente al aire como esporas individuales. La formacién de esporas, formas
semidurmientes del ciclo vital, permiten la adaptacién a un medio complejo como es el suelo,
sometido a constantes cambios fisicos: cambios de aireaciéon (condiciones
aerobias/anaerobias), humedad (sequia/inundaciones), T® (congelacién), presién
hidrostatica, tension superficial y pH, entre otras (Ensign, 1978). Ademas, dichas esporas
permiten la supervivencia en el suelo durante largos periodos, ya que se han conseguido

cultivos viables a partir de muestras de suelo de méas de 70 afios (Morita, 1985).

Se observa por tanto una estrecha relaciéon entre la diferenciacién morfoldgica y la
produccion de antibidticos, la cual estd perfectamente reguladas por sefiales ambientales
(Chater et al., 2010; Flardh y Buttner, 2009; Martin y Liras, 2010).

Recientemente, se han descrito nuevos aspectos del proceso de diferenciacion del género
Streptomyces caracterizandose nuevas etapas del ciclo celular (Manteca et al., 2005) (ver

siguiente apartado) (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Ciclo de desarrollo de Streptomyces. En rojo se muestran las nuevas fases descritas por el grupo de
Manteca et al. MI, primer micelio vegetativo; MII, segundo micelio reproductivo y productor de metabolitos
secundarios; MCP “muerte celular programada”. Fuente: Imagen tomada y modificada de www.unioviedo.es.




% Ciclo de vida del género Streptomyces: Modelo actual
El modelo clasico de desarrollo del género Streptomyces en medio sélido asume que la

diferenciacién celular tiene lugar a lo largo del eje transversal de la colonia, donde el micelio
vegetativo crece en superficie y entre el agar, formando hifas multinucleadas no
compartimentalizadas, hasta que tiene lugar un programa controlado de muerte celular
formédndose el micelio reproductivo que crece en el aire, medio al que se liberan las esporas
tras producirse la septacion del micelio aéreo. Aunque este modelo ha sido valido durante
mas de medio siglo, estudios recientes del proceso de muerte celular en Streptomyces han
desvelado nuevas fases del ciclo vital.
* Acorde con el modelo de diferenciacion, el ciclo comienza con la germinacién de la
espora formandose un micelio compartimentalizado diferente del micelio sustrato y del
micelio aéreo, que son multinucleados, denominado primer micelio (MI), tras el cual tiene
lugar un proceso controlado de muerte celular alternandose segmentos de micelio viable y
muerto (Manteca et al., 2005).
* El proceso de muerte celular programada (MCP) supone la parada del crecimiento
del M, tras la cual se produce el crecimiento a partir de los segmentos viables de un segundo
micelio multinucleado (MII). En cultivos en medio sélido se definen dos tipos de segundo
micelio en funcién de la presencia o ausencia de las capas hidrofobas caracteristicas que
cubren las hifas del micelio aéreo:

= En una fase temprana aparece el MII que carece del recubrimiento hidréfobo.

= En una fase tardia el micelio MII muestra dicha cobertura hidrofoba.

Segun este modelo, la fase vegetativa estaria representada por el primer micelio joven

compartimentalizado (MI), mientras que la fase reproductiva estaria formada tanto por el
estadio temprano como tardio del segundo micelio (MII), ya que ambos micelios estan
destinados a esporular. Haciendo una correlacién con el médelo clasico, el micelio sustrato
del modelo tradicional equivaldria a la fase temprana del segundo micelio y por tanto sin
recubrimiento hidréfobo, y el micelio aéreo con la fase tardia del segundo micelio, el cual ya
se ha recubierto de la superficie hidrofoba (Figura 1.3).
* Al final del ciclo de desarrollo se produce una segunda ronda de muerte celular
programada tanto en el micelio sustrato como en el micelio aéreo, tras la cual se produce la
segmentacion de las hifas multinucleadas, formandose la cadena de esporas que finalmente
seran liberadas al aire (Manteca et al., 2005; 2010; Yagtie et al., 2010).

En cultivos sumergidos, donde tienen lugar la mayor parte de los procesos industriales

para produccién de metabolitos secundarios, la mayoria de las cepas de Streptomyces no



presentan esporulacién asumiendo por tanto que no existe diferenciacién. Sin embargo,
estudios recientes muestran que en medio liquido, al igual que en cultivo sélido, tiene lugar
un proceso inicial de diferenciacion (Manteca et al., 2005; 2008; 2010).

En cultivos sumergidos se ha detectado un micelio temprano (MI) compartimentalizado
a partir del cual se forma un segundo micelio multinuclear (MII) tras sufrir un proceso de
muerte celular programada (Manteca et al., 2005; 2010). Si bien aunque en medio liquido no
tiene lugar el recubrimiento hidréfobo, ni la esporulacion, se han descrito algunas
excepciones, como Streptomyces griseus (Daza et al., 1989; Kendrick y Ensign, 1993),
Streptomyces chrysomallus (Kuimova y Soina, 1981) Streptomyces acrimycini, Streptomyces
antibioticus (Novella et al., 1992), Streptomyces albidoflavus (Rho y Lee, 1994), Streptomyces
venezuelae (Glazebrook et al., 1990) o Streptomyces brasiliensis (Rueda et al., 2001).
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Figura 1.3. Diagrama de las fases del proceso de diferenciacién morfolégica en medio sélido en Streptomyces.
En el modelo clasico, la fase vegetativa, representada por el micelio sustrato, se diferencia a micelio aéreo tras un
proceso de muerte celular programada. En el modelo actual, aparecen nuevas estructuras miceliares, ademas de
producirse una segunda ronda de muerte celular programada. La viabilidad celular es analizada con dos
colorantes; el ioduro de propidio que se une a los acidos nucleicos de las células muertas y SYTO 9, que tifie las
células viables. Imdgenes de microscopia electrénica de micelio sustrato (A) y micelio aéreo (B). Imégenes de
microscopia de fluorescencia confocal laser del primer micelio (C), del segundo micelio (E) y de un agregado
miceliar que ha entrado en la primera ronda de muerte celular programada (D. Fuente: Imagenes tomadas y
modificadas de Manteca y Sdnchez (2009) y Yagiie et al., (2010).




Este conocimiento exhaustivo del proceso de diferenciacion ha sido de vital importancia
para los anélisis de produccion de las fermentaciones industriales, ya que se ha comprobado
que el inicio del metabolismo secundario se corresponde con la diferenciaciéon del micelio
inicial compartimentalizado (MI) al segundo micelio multinuclear (MII), tanto en cultivo

sumergidos como en cultivos s6lidos (Manteca et al., 2008; 2010; Yagtie et al., 2013).

1.1.5. Caracteristicas genéticas del género Streptomyces
El género Streptomyces se engloba dentro del grupo de bacterias Gram positivas con alto
contenido en CG tanto en el ADN cromosémico como plasmidico. El rango de porcentaje de

CG oscila entre el 70 y 74% para todas las especies de Streptomyces con genoma secuenciado.

1.1.5.1. Elcromosoma

La secuenciaciéon del genoma de S. coelicolor A3(2), primera especie de Streptomyces
secuenciada, present6 un tamafio del cromosoma de 8,6 Mb y 7825 marcos de lectura (ORF),
presentando mayor ndmero de genes que el microorganismo eucariota Saccharomyces
cerevisiae, que contiene 6203 genes (Bentley et al., 2002). En los dltimos dos afios, tras el
desarrollo y expansion de las nuevas técnicas de secuenciacion masiva o secuenciacion de
segunda generacion (del inglés, “next generation sequencing-NGS”) los genomas de especies
de Streptomyces secuenciados se han multiplicado exponencialmente. Segtin la base de datos
GOLD (“Genomes OnLine Database”) actualmente existen 146 proyectos de secuenciacion
de genomas de especies de Streptomyces, incluyendo 15 genomas totalmente secuenciados y
publicados, y 128 genomas presentando huecos de secuencia. De entre los genomas
secuenciados con datos disponibles se obtiene que el tamafio del cromosoma varia
notablemente entre las distintas especies del género, presentando un rango de 5,18 a 11,9 Mb,
si bien en la mayoria de los casos el tamafio del cromosoma se encuentra en el rango de 7 a
10 Mb, situdndose entre los genomas bacterianos mas grandes conocidos. El limite inferior lo
marca el cromosoma del patégeno humano S. somaliensis, dato coherente con el trabajo de
Toft y Andersson (2010), donde afirman que la reduccién del tamafio del genoma en
microorganismos patogenos es resultado del proceso de adaptacion de la bacteria patégena a

su hospedador.

1.1.5.2. Estructura cromosoémica

De manera generalizada se considera que las bacterias presentan un tinico cromosoma
circular, quedando confinada la linearidad a los cromosomas eucariotas (Riley y Anilionis,
1978). Sin embargo, en 1993, Lin et al. demostraron la linearidad del cromosoma de S.
lividans, caracteristica refrendada en afos posteriores para distintas especies de Streptomyces

haciéndose extensible a todo el género (Leblond et al., 1993; Lezhava et al., 1995).



La presencia de un cromosoma lineal, atin siendo poco frecuente en procariotas, no esta
confinada al género Streptomyces, estando principalmente presente entre los Actinomicetales.
Esta caracteristica no siempre es comun al género, como ocurre en Nocardia, Rhodococcus y
Amycolatopsis, donde se ha comprobado que las especies Nocardia asteroides, Rhodococcus
opacus, Rhodococcus jostii y Amycolatopsis orientalis presentan un cromosoma lineal (McLeod et
al., 2006; Redenbach et al., 2000), mientras que Nocardia farcinica, Rhodococcus erythropolis y
Amycolatopsis mediterranei presentan un cromosoma circular (Ishikawa et al., 2004; Zhao et al.,
2010). La presencia de un cromosoma lineal tampoco es exclusiva de las bacterias Gram
positivas, puesto que el género Borrelia perteneciente al grupo de las espiroquetas también
presenta un cromosoma lineal aunque de menor tamafio, cercano a 1 Mb (Ferdows y
Barbour, 1989).

La linearizacion del cromosoma en procariotas tuvo lugar de forma espontanea a lo
largo de la evoluciéon. Aunque no se conoce como ocurrié con exactitud, se piensa que tuvo
lugar tras un proceso de recombinacién simple entre un cromosoma circular inicial y un
plasmido lineal. Entre los indicios que avalan esta teorfa destacan la utilizacion de la misma
estrategia que los plasmido lineares para solventar los problemas de replicacién de los
extremos, junto con el uso de un sistema de replicacién bidireccional hacia los telémeros a
partir de un origen de replicacién central (ori), al igual que sus antecesores circulares (Volff y
Altenbuchner, 2000).

Para solucionar los problemas de replicacion de los telémeros, el cromosoma lineal de
Streptomyces presenta proteinas terminales (PTs) unidas covalentemente al extremo 5°que
actian como cebadores para la ADN polimerasa en la sintesis del ultimo fragmento de
Okazaki, estando altamente conservadas tanto en secuencia como en tamafio (aprox. 185 aa)
(Bao y Cohen, 2001; Yang et al., 2002).

Otra caracteristica del cromosoma lineal de Streptomyces es la presencia de secuencias
repetidas e invertidas en ambos extremos. Dichas secuencias, denominadas TIR (del inglés
“terminal inverted repeat”) muestran un tamafo variable segiin la especie, desde 174 pb en
S. avermitilis hasta 550 kb en S. rimosus, siendo zonas de alta inestabilidad génica susceptibles
de sufrir grandes amplificaciones y deleciones (Pandza et al., 1997; Ventura et al., 2007). Estas
deleciones van desde la pérdida de marcadores como el gen de resistencia a cloranfenicol en
S. lividans y S. coelicolor A3(2) hasta deleciones completas de los extremos de los cromosomas
que dan lugar a la circularizacion del cromosoma (Dittrich et al., 1991; Redenbach et al., 1993).
Dichas deleciones se extienden progresivamente, ya que més de un 25 % de las cepas

sensibles a cloranfenicol presentan la pérdida del gen argG, que codifica una arginina



succinato sintetasa, convirtiendo la cepa en auxétrofo de arginina (Altenbuchner y Callum,

1984).

1.1.5.3. Organizacidon del cromosoma

Aunque el contenido génico en organismos relacionados puede presentar gran
variabilidad, la estructura del cromosoma estd altamente organizada. Bajo el aparente
desorden, existe una elevada presién de selecciéon para mantener la informacién y los
aspectos valiosos de la estructura del cromosoma, restringiéndose la tasa a la cual la
diversidad puede ser afiadida al genoma (Lawrence y Hendrickson, 2005). El analisis de la
secuencia completa del genoma de S. coelicolor A3(2) mostré una estricta organizacion génica
del cromosoma, diferenciandose una regién central (en inglés “core region”) de 5 Mb donde
se encuentran agrupados los genes relacionados con funciones celulares primarias y por
tanto esenciales, y dos brazos de 1,5 Mb (brazo izquierdo) y 2,3 Mb (brazo derecho) que
engloban los genes relacionados con funciones no esenciales, entre los que se encuentran los
genes implicados en el metabolismo secundario (Bentley et al., 2002).

Desde la secuenciaciéon del genoma de S. coelicolor A3(2), se han completado los
proyectos de secuenciaciéon de un nimero elevado de Actimomycetales. Tras el alineamiento
de los cromosomas de distintos actinomicetos, se observa una regién de elevada sintenia
entre todas las especies analizadas, la cual se corresponde con la regién central propuesta
por Bentley et al. (2002). Esta elevada conservacién génica de la zona central contrasta con las
regiones terminales de los cromosomas, donde la similitud de secuencia es minima (Hsiao y
Kirby, 2008).

Recientemente se han observado dos nuevas regiones situadas entre la regiéon central
altamente conservada y las regiones terminales de baja sintenia. La regién especifica de
Streptomyces esté situada a la derecha de la region central y es una zona de elevada sintenia
entre las distintas especies del género, estando poco conservada en el resto de
Actinomycetales, mientras que la region especifica de los Actinomycetales, situada a la
izquierda de la region central, presenta un elevado grado de conservacién tanto en las
especies del género Streptomyces como en el resto de Actinomycetales. La presencia de las dos
regiones diferenciadas permite determinar el origen evolutivo del género Streptomyces a
partir de un actinomiceto ancestral que constituye la regién central. A lo largo de la
evolucién, en una primera etapa se adquiri6 la regién especifica de los Actinomicetales y
posteriormente en una segunda etapa se produjo una expansién del cromosoma mediante
adquisicién de la region especifica de Streptomyces, suponiendo la evolucién del género como

un nuevo clado diferenciado del resto de los Actinomycetales (Kirby et al., 2011) (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Representacion de la organizacion del cromosoma de Streptomyces. En la regiéon central se
encuentran agrupados los genes relacionados con funciones celulares primarias. En las regiones terminales,
derecha e izquierda, aparecen los genes relacionados con funciones no esenciales. Estas tres regiones coinciden
con las descritas por Bentley et al. (2002). Tras el alineamiento de un gran ntmero de especies del orden
Actinomycetales aparecen dos nuevas regiones de sintenia: la region especifica de Actinomycetales, que esta
presente y con un elevado grado de conservacion en todas las especies de Actinomycetales estudiados, y la region
especifica de Streptomyces, exclusiva de este género.

1.1.5.4. Cromosoma lineal e inestabilidad génica: ventaja adaptativa

Las regiones terminales del cromosoma de los miembros del genero Streptomyces han
sido caracterizadas como zonas altamente inestables donde tienen lugar fenémenos de
reorganizaciones génicas a gran escala. Las grandes deleciones y amplificaciones convierten
a los miembros del genero Streptomyces en organismos genéticamente inestables,
presentando una frecuencia de mutacion superior al 0,1% en esporas (Volff y Altenbuchner,
1998).

Inicialmente se consideraba que esta elevada inestabilidad génica era debida a la
disposicién lineal del cromosoma. Sin embargo, se ha comprobado que los cromosomas
circulares generados de forma espontdnea o bien construidos en el laboratorio son todavia
mas inestables (Lin et at., 1993). Este hecho puede ser explicado por la dificultades que
presenta el cromosoma circular a la hora de finalizar la replicacién, por ausencia de
terminadores de la replicacién y por los posibles problemas durante la segregacion, ya que la
recombinacién por simple sobrecruzamiento entre cromosomas circulares (micelio
multinucleado) puede dar lugar a multimeros que tienen que ser resueltos en un paso previo
a la posterior distribucion del genoma en las ramificaciones de las hifas y durante la
formacion de las esporas (Fischer, 1997; Hopwood, 2006).

La estructura lineal del cromosoma, junto con una organizacion génica claramente
definida con disposicién central de los genes esenciales y terminal de los genes no esenciales,
permite un crecimiento en el tamafio del cromosoma sin afectar al ntdcleo central, lo que
supondria una ventaja adaptativa frente al cromosoma circular (Kirby, 2011).

Por otro lado, la elevada plasticidad génica de los extremos del cromosoma supone una
ventaja adaptativa a un medio complejo como es el suelo, habitat natural de Streptomyces.

Dicha inestabilidad génica, junto con la interaccién del cromosoma de Streptomyces con



plasmidos lineares, da lugar al elevado polimorfismo de las regiones terminales del
cromosoma, lo que conlleva la apariciéon de una enorme diversidad de cepas y metabolitos
secundarios como mecanismo evolutivo que permite una rdpida respuesta a los numerosos
cambios fisiolégicos y ambientales que tienen lugar en la naturaleza y por tanto
constituyendo una ventaja adaptativa para sobrevivir a las condiciones hostiles del medio

(Chen et al., 2009; Volff y Altenbuchner, 1998).

1.1.5.5. Elementos genéticos extracromosomales
La presencia de elementos genéticos extracromosomales estd ampliamente extendida en
el género Streptomyces, siendo los plasmidos los principales representantes.

> Plasmidos

La mayoria de las cepas de Streptomyces presentan elementos plasmidicos, apareciendo
de forma muy variada. Se han descrito pldsmidos circulares, lineales e integrativos. Las
distintas variantes pueden convivir en la misma cepa, un ejemplo de ello es S. coelicolor
A3(2), donde han sido caracterizados los tres tipos de plasmidos: SCP1, de 350 kb y lineal;
SCP2, de 31 kb y circular; y SLP1, que se encuentra integrado en el cromosoma.

El plasmido circular de gran tamafio y bajo namero de copias SCP2 fue el primero
aislado de un estreptomiceto (Scherempf et al., 1977, Scherempf y Goebel, 1977). Sin
embargo, la mayoria de los pldsmidos circulares hallados en Streptomyces presentan un
menor tamafio (8-14 kb) y se encuentran en alto nimero de copias, como los plasmidos
plJ101, pJV1, pSG5, pSN22, pSVH1, pSB24.2 y pSNA1. Varios de estos plasmidos han sido
utilizados para construir vectores derivados que presentan genes de resistencia a
antibidticos, vectores bifuncionales, vectores con replicones sensibles a la temperatura y
vectores utilizados para remplazamientos e interrupciones génicas, entre otros,
constituyendo por tanto una herramienta esencial para desarrollar experimentos de biologia
molecular (Cohen, 2013; Hopwood et al., 1985; Muth et al., 1995).

Para la transmision de genes mediante transferencia horizontal son necesarios los genes
tra, presentes en todos los plasmidos conjugativos, siendo variables los mecanismos de
replicacion. Los plasmidos circulares de pequefio tamafio y alto ntimero de copias se replican
siguiendo el mddelo de replicacion en o (sigma) o modelo del circulo rodante, mientras que
los plasmidos circulares de gran tamafio y bajo nimero de copia como SCP2, presentan una
replicacion bidireccional desde el origen, siguiendo el modelo de replicacién en 6 (theta)
(Grohmann et al., 2003).

Algunos plasmidos circulares como SLP1 (17 kb) de S. lividans y pSAM2 (11 kb) de S.

ambofaciens presentan genes int y xis que permiten la integraciéon del plasmido en sitios



especificos del cromosoma. Este tipo de pldsmidos se encuentran integrados en el genoma
del cromosoma del hospedador original, pero se comportan como elementos
extracromosomales con replicaciéon auténoma en otros hospedadores diferentes (Kieser et al.,
2000; Possoz et al., 2001).

Los plasmidos lineales se replican de manera anéloga al cromosoma lineal (Qin y Cohen,
1998) y se cree que han mediado en la evolucién de éste hacia su forma lineal actual, ya que
ha sido comprobado que algunos plasmidos lineales pueden interactuar con los extremos de
los cromosomas. Un ejemplo de ello es el plasmido pPZG103, de 1 Mb, que presenta la
agrupacion génica de oxitetraciclina adquirida por interaccién con el cromosoma de S.
rimosus, dando lugar a una cepa sobreproductora (Gravius et al., 1994).

Aun no siendo muy frecuente, se han descrito plasmidos lineales que codifican genes de
biosintesis de antibiéticos: el plasmido pSCP1 (350 kb) de S. coelicolor contiene los genes
relacionados con la sintesis de la metilenomicina (Kinashi y Shimaji-Murayama, 1991); el
plasmido pSLA-L (211 kb) de S. rochei contiene las agrupaciones génicas de biosintesis de
lancacidina, lancamicina, mitramicina y de un carotenoide (Mochizuki et al., 2003); el
plasmido pKSL (520 kb) de S. lasaliensis presenta las agrupaciones de los antibitticos
lasalécido y equinomicina (Kinashi, 2011); y por dltimo y mas llamativo tanto en tamafio
como en contenido, el megapldsmido pSCL4 de S. clavuligerus, un gigantesco elemento
extracromosomico lineal de 1,8 Mb que constituye un inmenso reservorio de informacién
exclusivamente relacionada con la sintesis de multiples metabolitos secundarios (Alvarez-
Alvarez et al., 2014; Medema et al., 2010).

Todo el conocimiento relativo a los plasmidos del género Streptomyces permite constatar
que los plasmidos juegan un papel esencial en la evolucion y transferencia horizontal de
metabolitos secundarios, aumentando la plasticidad del genoma y convirtiendo a los

miembros del género en los mayores productores de metabolitos secundarios conocidos.



1.2. Farmacos inmunosupresores: Tacrolimus

1.2.1. Historia de los inmunosupresores

Uno de los mayores hitos en el campo de la medicina moderna ha sido el desarrollo de
técnicas de trasplante de 6rganos éxito posible tnicamente tras el desarrollo de agentes
inmunosupresores eficaces para evitar el rechazo (Figura 1.5).

Dos fueron los descubrimientos que determinaron el desarrollo de los trasplantes como
disciplina clinica: por un lado, el descubrimiento de los antigenos leucocitarios humanos o
HLA (del inglés “Human Leukocyte Antigen”) (Dausset, 1958), cuya tipificacién se ha
convertido en una herramienta esencial para determinar el grado de compatibilidad
receptor/donante, y por otro la demostracion, a principios de los afios 60, de la
inmunodepresion farmacolégica como terapia para la supervivencia indefinida de los

aloinjertos en el receptor (Starzl et al., 1963).
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Figura 1.5. Linea temporal de los principales agentes inmunosupresores utilizados en procedimientos de
trasplantes agrupados por clases farmacoldgicas. Se distinguen 4 grupos de compuestos inmunosupresores en
funcién del mecanismo de accién que desencadena la inmunosupresién: Antimetabolitos (azul): inhiben la
sintesis de purinas, impidiendo la proliferacién de células B y T. Glucocorticoides (rojo): impiden mdltiples
puntos de la respuesta inmune; inhiben la presentacién de antigenos, la produccién de citoquinas y la
proliferaciéon de linfocitos. Inhibidores de la calcineurina (gris); inhiben la fosfatasa calcineurina y como
consecuencia se inhibe la producciéon de IL-2 y por tanto la activaciéon de células T. Inhibidores mTOR (verde):
bloquean la serina-treonina kinasa mTOR y por tanto inhiben la respuesta a la interleucina-2 (IL-2) bloqueando la
activacion de los linfocitos Ty B.



http://es.wikipedia.org/wiki/Interleucina-2
http://es.wikipedia.org/wiki/Linfocito_T
http://es.wikipedia.org/wiki/Linfocito_B

En este sentido, Billingham y Medawar (1951) demostraron el efecto inmunosupresor de
los corticoides mediante la prolongacion de la supervivencia de un injerto cutdneo en conejo.
Posteriormente, Schwartz y Dameshek (1959) descubrieron la 6-mercaptopurina y su
derivado la azatioprina (AZA), farmaco que acttia como antimetabolito inhibiendo la sintesis
de purinas. Fue la administraciéon combinada de azatioprina y corticoesteroides la que
permiti6 realizar con éxito el primer trasplante renal en humanos sin relaciéon de parentesco
en 1963 (Merrill et al., 1960; Murray et al., 1963), constituyéndose la primera terapia
inmunosupresora. A partir de 1964, la combinacién de corticoides y azatioprina se convirtio
en la terapia universal para evitar rechazos post-trasplante, aunque la alta inespecificidad de
ambos compuestos limitaba la supervivencia de los pacientes inmunodeprimidos, que
fallecian en la mayoria de los casos por infecciones bacterianas.

La busqueda en los afios posteriores de nuevos compuestos inmunosupresores mas
especificos desembocé en el descubrimiento en 1972 del farmaco revolucionario
ciclosporinaA (CsA), un compuesto peptidico de origen fuingico (Borel et al., 1976). La CsA
actia como inhibidor de la calcineurina, suprimiendo la proliferaciéon de linfocitos sin
mielosupresion completa, permitiendo por primera vez inhibir la reaccién inmunitaria del
rechazo sin afectar a la capacidad global de defensa, prolongando la supervivencia del
injerto de manera indefinida y haciendo extensible su uso para trasplantes no renales. De
este modo, el procedimiento de trasplante de o6rganos pasé de ser un tratamiento
experimental a una importante alternativa clinica (Iwatsuki et al., 1988).

La ciclosporina, comercializada con el nombre de Sandimmune® fue el farmaco de
eleccién indiscutible durante afios, aunque la necesaria aplicaciéon en altas dosis provocaba
importantes efectos secundarios como nefrotoxicidad, neurotoxicidad, diabetogenicidad,
desérdenes linfoproliferativos, hipertension, hiperlipidemia y molestos cambios estéticos:
hiperplasia gingival e hirsutismo, entre otros. A pesar de la nefrotoxicidad, la ciclosporina,
junto con los esteroides, fue el tratamiento inmunosupresor dominante hasta finales de los 90
(Figura 1.6), momento en que entré en accion el inmunosupresor tacrolimus. El tacrolimus,
o compuesto FK506, es un policétido macrélido descubierto a partir de un cultivo de la cepa
Streptomyces tsukubaensis No. 9993, la cual fue aislada de una muestra de suelo de Tsukuba,
region situada al norte de Japon (Kino et al., 1987). Su caracteristica diferencial frente a la
ciclosporina es su elevada potencia inmunosupresora, 100 veces mayor que aquélla. Por ello,
Starlz et al. (1989) propusieron al tacrolimus como sustituto de la ciclosporina en rechazos
refractarios a ésta, comprobandose posteriormente que mds del 75 % de los rechazos en

trasplante de higado tras aplicaciéon de ciclosporina podian revertirse después de la



administracién de tacrolimus (Fung et al., 1990), haciéndose extensible a procedimientos de
trasplante de otros 6rganos (Armitage et al., 1991; Todo et al., 1990).

A principios de la década de los 90 ya se habian realizado mas de 150 cirugias de
trasplante donde el inmunosupresor principal era el tacrolimus. Ademads, su descubrimiento
permiti6 realizar el trasplante de intestino, 6rgano no trasplantable hasta entonces (Todo et
al., 1991). El tacrolimus presenta el mismo mecanismo de accién que la CsA (inhibidor de la
calcineurina) y por lo tanto los pacientes muestran similares efectos secundarios en cuanto a
nefrotoxicidad, neurotoxicidad o diabetogenicidad, aunque la incidencia de hipertensién se
reduce sustancialmente y desaparecen los efectos estéticos. A pesar de ello, su alta potencia
inmunosupresora lo ha convertido en el inmunosupresor de eleccién en la mayoria de las
cirugias de trasplante, aunmentado su uso de manera imparable desde mediados de la
década de los 90 hasta nuestros dias (Busuttil y Holt, 1998; Snell et al., 2013; Yussim et al.,
1996). Acorde con los datos publicados en el informe anual del SRTR (“The Scientific
Registry of Transplant Recipients”), en 2011 el tacrolimus se utiliz6 como farmaco basal en
terapia inmunosupresora post-trasplante en el 83 % de los trasplantes de pulmén, 85% de

corazoén, 90% de higado, rifién y pancreas y 97 % de intestino.
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Figura 1.6. Tendencia en el uso de inmunosupresores inhibidores de Calcineurina en el trasplante de rifion. En
1993, la ciclosporina se administré como terapia inmunosupresora en el 95 % de los trasplantes de rifién mientras
que el tacrolimus se aplicé tinicamente en el 2 % de los pacientes. La tendencia desde entonces indica un declive
gradual en el uso de la ciclosporina, presentando un porcentaje de uso de tan solo el 4 % en 2011. El uso de
tacrolimus ha aumentado progresivamente a la vez que la ciclosporina entraba en declive, y en 2011 en el 90 % de
los trasplantes de rifion se utilizé tacrolimus como terapia inmunosupresora post-trasplante. La menor tasa de
rechazo agudo, junto con una menor tasa de rechazos resistentes a esteroides asociados a tacrolimus, motivé el
cambio de ciclosporina por tacrolimus. La ausencia de efectos secundarios estéticos (hirsutismo) también
contribuyé al cambio. Fuente: Organ Procurement and Transplantation Network (OPTN) and Scientific Registry
of Transplant Recipients (SRTR). Annual Data Report 1993-2011.
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Paralelamente a la introduccién en el mercado de tacrolimus, fue desarrollado el
farmaco adyuvante micofenolato de mofetilo o MMF (con nombre comercial CellCept®). Su
principio activo, el acido micofendlico, al igual que la azatioprina, acttia como inhibidor de
la sintesis de novo de las purinas (guanosina y adenosina). Sin embargo, la mejora de la
funcién del injerto a largo plazo hizo que el acido micofenélico se impusiera a AZA como
agente adyuvante en la terapia inmunosupresora (Figura 1.7).

Cuando la triple terapia, tacrolimus- MMF-esteroides, se habia implantado como terapia
inmunosupresora, se descubrié una nueva clase de inmunosupresores: los inhibidores de la
mTOR (del inglés “mammalian target of rapamycin”). En el afio 2000, se aprob¢ el uso de la
rapamicina o sirolimus (nombre comercial, Rapamune®), un policétido macrélido de
estructura similar al tacrolimus, producido por Streptomyces hygroscopicus (Kelly et al., 1997).
Posteriormente, en el afio 2010, se aprobd el uso de un derivado de la rapamicina, el
everolimus (nombre comercial Zortress®) (Figura 1.5). Varios ensayos demostraron que la
administracién combinada con tacrolimus o CsA produce unos excelentes resultados con

una toxicidad minima (McAlister et al., 2000).
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Figura 1.7. Tendencia en el uso de antimetabolitos, inhibidores mTOR y corticoesteroides. En 1993, la
azatioprina, el dnico antimetabolito de rutina disponible, fue usada en el 86 % de los trasplantes de rifién,
descenciendo drasticamente hasta valores del 0,4 % en 2011. El uso de micofenolato de mofetilo, aprobado por la
FDA en 1995, aument6 rapidamente desde su lanzamiento hasta alcanzar el valor de 91,2 % en 2011. En 1993, el
99 % de los pacientes con trasplante renal recibieron corticoesteroides, en forma de metilprednisona (intravenosa)
o prednisona (oral). Su uso ha decrecido en los tltimos afios hasta valores del 66% en 2011, lo que puede ser
debido a estudios recientes donde se ha relacionado su administracién con rechazos agudos a largo plazo. Los
inhibidores mTOR sirolimus y everolimus, alcanzaron su maximo en el 2001 (17 %), pero su uso ha disminuido
progresivamente hasta el 3 % en 2011. En los tltimos afios, los inhibidores mTOR se han utilizado como triple
terapia en combinacién con tacrolimus y micofenolato de mofetilo. Fuente: Fuente: OPTN / SRTR 2011. Annual
Data Report 1993-2011.
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En los ultimos afios, las investigaciones se han centrado en encontrar un equilibrio entre
los efectos deseados e indeseados de los farmacos inmunosupresores. La dltima tendencia
consiste en eliminar los esteroides de la terapia inmunosupresora, ya que éstos podrian estar
relacionados con episodios de rechazo a largo plazo (Lightner et al., 2011) (Figura 1.8 a). La
terapia inmunosupresora es dependiente del érgano trasplantado y requiere un estudio
personalizado para cada paciente, aunque los datos de los ultimos 10 afios muestran la
hegemonia indiscutible de tacrolimus como agente inmunosupresor basal y la del

micofenolato de mofetilo como agente adyuvante (Figura 1.8 b).
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Figura 1.8. a) Terapia de inmunosupresion post-trasplante. En 2011, la combinacién farmacolégica mas
utilizada fue tacrolimus como inmunosupresor primario y micomefanolato de mofetilo/acido micofenélico como
agente adyuvante junto con esteroides (59 %) o sin esteroides (26 %), ya que estudios recientes han relacionado su
administracién con rechazos agudos a largo plazo. b) Terapia inmunosupresora primaria post-trasplante en
organos soélidos trasplantables. Tacrolimus fue el inmunosupresor basal de eleccién en mayor porcentaje en
todas las cirugias de trasplante de 6rganos sélidos, con valores que oscilan entre el 83 % en trasplantes de pulmoén
y el 97 % en trasplantes de intestino. Fuente: OPTN / SRTR 2011 Annual Data Report.

1.2.2. Industria farmacéutica: Importancia econdmica de tacrolimus

El mercado de los farmacos inmunosupresores en todo el mundo alcanz6 6974 millones
de délares en 2011 (www.evaluagroup.com). Acorde con la tendencia de uso en la terapia
inmunosupresora post-trasplante, tacrolimus es el fairmaco inmunosupresor primario mas
utilizado en la mayoria de las cirugias, lo cual se refleja en la cifra de venta mundial (2.415
millones de doélares en 2011). En 2012, Prograf® (tacrolimus patentado) fue el farmaco
inmunosupresor mas vendido a nivel mundial con cifras de venta de 1.903 millones de
dolares, seguido de Cellcept® (micofenolato de mofetilo patentado), principal farmaco
adyuvante en la terapia inmunosupresora (Figura 1.9). Prograf® (Tacrolimus oral y de
liberaciéon rapida), comercializado por la farmacettica japonesa Astellas Pharma, fue
aprobado por la FDA en 1994 y no fue hasta 15 afios después cuando la farmacedtica perdio
el monopolio como productor y vendedor, siendo Prograf® uno de los principales farmacos

de la companiia y reportando por tanto importantes beneficios.
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Figura 1.9. Ventas mundiales de inmunosupresores farmacolégicos en 2011. Prograf® fue el farmaco
inmunosupresor mas vendido, alcanzando una cuota de mercado del 27 %, seguido de CellCept ® (16 %), Neoral®
(13 %), Stelara® (11 %) y Myfortic® (7 %). El resto de los inmunosupresores alcanzé una cuota de mercado del 26 %.

En junio de 2009 expir6 la patente de Prograf® y a pesar de los intentos de Astellas
Pharma para evitar que la FDA aprobara una versiéon genérica sin que hubieran sido
realizados ensayos de bioequivalencia, en septiembre de 2009 la farmacettica Sandoz lanzé
el primer genérico en EEUU con el nombre de Adoport®. A éste le siguieron un gran nimero
de genéricos de tacrolimus oral y de liberacién rapida entre los que se incluyen Aletris,
Capexion, Evenil, Miloprosan, Tacni, Takon, Taliximun, Tamitect y Vivadex, lo que supuso
un descenso en las ventas de Prograf® de un 22 % en 2011. Por otro lado, recientemente ha
sido demostrada la bioequivalencia de Prograf® versus sus genéricos con mdaltiples ensayos
clinicos, por lo que es posible un mayor descenso futuro en cifras de venta de tacrolimus no
genérico en los proximos afios (Alloway et al., 2012; Bloom et al., 2013; Min et al., 2013). Por
ello, la farmacettica Astellas Pharma ha buscado nuevas estrategias para mantener la
hegemonia en la venta de tacrolimus, entre ellas el lanzamiento de nuevas formulaciones de
tacrolimus, de manera que en 2010 se comercializ6 Modigraf®, un granulado para suspensién
oral, y en 2007 fue aprobado por la EMA (“European Medicine Agency”) Advagraf®, asi
como por la FDA en 2013 con el nombre de Astagraf XL™ una nueva formulacién de
liberacion lenta de tacrolimus y que en 2012 rindi6 218 millones de délares.

Sin embargo, el uso de tacrolimus no es exclusivo de la terapia inmunosupresora post-
trasplante; en el afio 2000 se comercializ6 tacrolimus de uso ctitaneo (pomada) con el nombre
de Protopic® empleado en el tratamiento de dermatitis atépica y otras enfermedades
cutdneas autoinmunes como el vitiligo (Silverberg y Silverberg, 2011). También se ha
demostrado la eficacia de tacrolimus en el tratamiento de la enfermedad autoinmune
miastenia gravis (Ponseti et al., 2008), la uveitis y otras inflamaciones oculares autoinmunes
(Zhai et al., 2011), la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa (Benson et al., 2008; Navas
Lopez et al., 2009) y la artritis reumatoide (Takeuchi et al., 2013).



Ademas de como terapia inmunosupresora, tacrolimus muestra prometedores
resultados para otras aplicaciones terapetuticas como anticonvulsionante y neuroprotector
gracias a sus actividades neuroprotectora y neuroregenerativa (Sierra-Paredes y Sierra-
Marcufio, 2008). Este amplio espectro de uso de tacrolimus y su posicionamiento como lider
de mercado en terapia inmunosupresora, es lo que convierte a tacrolimus y sus analogos en

compuestos de gran interés tanto para compafiias farmacéuticas como para investigadores.

1.2.3. Biosintesis de tacrolimus
1.2.3.1. Policétido sintasa de tacrolimus: sintesis de pre-tacrolimus

A nivel estructural, tacrolimus es un policétido macrélido de 23 miembros, lo que indica
que para su sintesis es imprescindible la actuacién del complejo enzimético policétido sintasa
(PKS). Concretamente, en la sintesis del inmunosupresor tacrolimus, al igual que en la
sintesis de rapamicina y ascomicina participan sistemas hibridos de policétidos sintasas
(PKS, del inglés “polyketide synthases”) y péptidos sintasas no ribosomales (NRPS, del
inglés “nonribosomal peptide synthases”). La PKS de tacrolimus es una PKS de tipo I o
modular, formada por varias proteinas multifuncionales, cada una de las cuales presenta
dominios cataliticos colocados en el orden preciso en que van a ser utilizados para la
elongacién de la cadena policétida. La PKS de tacrolimus esta codificada por tres genes: fkbA,
fkbB 'y fkbC, que dan lugar a tres polipéptidos multidominio (Motamedi et al., 1996; Motamedi
y Shafiee, 1998).

El gen fkbB presenta 21 dominios organizados en 5 médulos: el médulo de carga que
incorpora la unidad iniciadora y los primeros 4 médulos de elongaciéon. El médulo de carga
es el encargado de activar la unidad iniciadora, presentando un dominio con actividad
dihidrociclohexenilcarbonil-CoA sintasa (CAS), que cataliza la activacion del acido 4,5
dihidroxiciclohex-1-enocarboxilico (DHCHC) a 4,5 dihidrociclohexenocarbonil-CoA, para
transferirlo al grupo tiol de la cisteina de la cetosintasa, inicidndose asi la sintesis de la
cadena policétida. Seguidamente acttian secuencialmente los dominios de los 4 primeros
moédulos de elongacion (Motamedi y Shafiee, 1998). Cabe destacar que la funcién
deshidrogenasa (DH) de los médulos 2 y 4 esta presente en la secuencia pero se deduce de la
estructura final que no ejercen su acciéon deshidratasa. La cadena policétida continta
expandiéndose tras la actuacién de los dominios de los médulos 5 y 6 codificados por el gen
fkbC (Motamedi y Shafiee, 1998). Por tltimo, tienen lugar los 4 ciclos de elongacién finales,
para lo que son requeridos 19 dominios cataliticos repartidos en 4 médulos codificados por

el gen fkbA (Motamedi et al., 1996) (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Ruta de biosintesis de tacrolimus (FK506). La sintesis de tacrolimus se inicia con la incorporacién de
la unidad iniciadora DHCHC, derivado del corismato, en el modulo de carga de FkbB. Posteriormente son
incorporadas 10 unidades de elongacién: 2 malonil-CoA (incorporadas por los médulos 3 y 10), 5 metilmalonil-
CoA (médulos 1, 2, 5, 6 y 9), 2 metoximalonil ACP (médulos 7 y 8) y un alilmalonil-CoA (médulo 4) para formar
la cadena policétida lineal. En un siguiente paso se incorpora una molécula de acido pipecélico y en dltimo lugar
se produce la ciclaciéon del policétido lineal liberdndose el intermediario inicial pre-FK506. La funcionalizacién de
FK506 tiene lugar mediante la intervencion de FkbD y FkbM. Los diferentes dominios cataliticos de las PKSs se
representan con circulos: ACP, proteina transportadora de grupos acilo; AT, acil transferasa; CAS, CoA-sintasa;
DH, deshidratasa; ER, enoil-reductasa; KR, ceto-reductasa; KS, ceto-sintasa. Los dominios DH de los médulos 2 y
4 no ejercen actividad deshidratasa a pesar de estar presentes en la secuencia. Fuente: Figura basada en Barreiro
y Martinez-Castro (2014) y Motamedi y Shafiee (1998).
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Por tanto, es necesaria una unidad iniciadora derivada del corismato y 10 unidades de
elongacién: 2 malonil-CoA (incorporadas por los moédulos 3 y 10), 5 metilmalonil-CoA
(médulos 1, 2, 5, 6 y 9), 2 metoximalonil ACP (médulos 7 y 8) y un alilmalonil-CoA (médulo
4) para formar la cadena policétida lineal (Figura 1.10). FEsta serd adicionada con una
molécula de acido pipecoélico derivada del catabolismo de la lisina tras la actuacién de la
lisina ciclodesaminasa FkbL, y posteriormente sera ciclada con formacion de un enlace
lacténico, proceso realizado por la NRPS FkbP, liberandose el intermediario macrolacténico

inicial pre-FK506 (9-deoxo-31-O-demetil-FK506).

1.2.3.2. Modificaciones post-PKS: Funcionalizacion de tacrolimus

Para obtener tacrolimus son necesarias dos reacciones post-PKS; por un lado tiene lugar
la hidroxilacion del C-9, reaccién catalizada por FkbD, que presenta actividad citocromo
P450 hidroxilasa (Ban et al., 2013b; Motamedi et al., 1996), y por otro lado, se produce la
metilacion del C-31 mediada por FkbM con actividad 31-O- metiltransferasa (FKMT) (Ban et
al., 2013b; Motamedi et al, 1996). Dicha proteina puede metilar 31-desmetil-FK520
(compuesto andlogo a FK506) con la misma eficiencia que su sustrato natural, aunque es
incapaz de metilar los C-13 y C-15 de tacrolimus, siendo éstos metilados exclusivamente por
incorporaciéon de las unidades extendedoras metoximalonil-ACP (Motamedi et al., 1996;
Shafiee et al.,, 1994). Estas modificaciones post-PKS resultan de gran importancia para
alcanzar la actividad inmunosupresora maxima de tacrolimus, ya que el 31-O-desmetil-
FK506 presenta una reduccion de las propiedades inmunosupresoras de unas 10 veces y el 9-

deoxo 31-O-demetil-FK506 presenta menor actividad que el anterior (Motamedi et al., 1996).

1.2.3.3. Tacrolimus y sus anélogos

Las primeras patentes de las compafiias Fujisawa Pharmaceutical Company, Ltd. y
Merck & Co., Inc. relacionadas con la produccién de tacrolimus, indican que varios analogos
de éste son co-producidos durante el proceso de fermentaciéon de las distintas cepas
productoras de tacrolimus (Dumont et al., 1992; Goto et al., 1984; Hatanaka ef al., 1989).

Entre los andlogos mayoritarios se encuentran FK520 Y FK506D, compuestos
estructuralmente casi idénticos a tacrolimus diferencidndose tnicamente por la cadena
lateral presente en el C-21: radical alilo en tacrolimus, radical etilo en FK520 y radical propilo
en FK506D.

FK520 o ascomicina fue aislado en 1962 a partir de un cultivo de la cepa Streptomyces
hygroscopicus var. ascomyceticus (ATCC 14891), caracterizdndose inicialmente como un
metabolito con propiedades antifingicas (Arai et al., 1962). Sin embargo, en 1988 la compafiia

farmacéutica Fujisawa aisl6 un compuesto como parte de un programa de rastreo para



busqueda de nuevas moléculas con caracteristicas inmunosupresoras a partir de una muestra
de suelo de Yaku-shima (Japoén) producido por la cepa Streptomyces hygroscopicus subsp.
yakushimaensis, que posteriormente seria descrito como FK520 (Hatanaka et al., 1988). A nivel
farmacolégico, FK520 presenta gran interés por su aplicacién en la terapia inmunosupresora
de la dermatitis atépica, aprobado en 2001 por la FDA con el nombre de Eidel®, siendo
pipecrolimus (derivado de la ascomicina) el principio activo.

En el afio 2000 fue caracterizada la agrupacion génica de biosintesis de FK520,
observando que ésta mantenia una organizacion idéntica y una alta identidad con los genes
homologos descritos hasta ese momento de la agrupacién de biosintesis de tacrolimus (Wu et
al., 2000). Esta alta identidad de las agrupaciones génicas de FK506/FK520 junto con la
flexibilidad de sustrato por parte de la AT del médulo 4 de la PKS de tacrolimus es la que
hace que en las fermentaciones de cepas productoras de tacrolimus se observe un porcentaje
relativamente alto de FK520, superior al 20 % (tomando como referencia la produccion de
tacrolimus), y cantidades minoritarias de FK506D y otros analogos. Estas impurezas en
fermentaciones industriales suponen un incremento significativo del coste del producto final
por necesidad de purificar el compuesto mediante sucesivas etapas de extraccién con
solventes organicos y/o separacion cromatografica asociada a un espectrémetro de masas,
entre otros (Cabri ef al., 2005; Cvak et al., 2007; Park et al., 2009).

Por ello, en los dltimos afios varios grupos de investigacién han utilizado diferentes
estrategias para lograr la produccién exclusiva de tacrolimus. Sin embargo, debido a que
tacrolimus y sus andlogos utilizan los mismos precursores metabélicos y comparten la mayor
parte de la ruta biosintética resulta complicado eliminar la produccién de los compuestos
analogos sin afectar a la produccién de tacrolimus. Asi, se ha conseguido reducir la
producciéon de los analogos mediante experimentos de ingenieria genética y adiccién
exégena de precursores y nutrientes al medio de fermentaciéon (Huang et al., 2013b; Xia et al.,
2013) e incluso se ha logrado eliminar completamente la sintesis de FK520 mediante
interrupciéon génica del gen allR (que codifica una crotonil-CoA carboxilasa/reductasa)
seguido de la adicién de alilmalonil-SNAC (anédlogo de la unidad extendedora alilmalonil-

CoA) obtenido por quimiosintesis (Kosec et al., 2012).

1.2.3.4. Rutas metabdlicas implicadas en la biosintesis de tacrolimus
Debido a que la produccién de tacrolimus en laboratorio y fermentaciones industriales
es relativamente baja, un gran nimero de investigaciones se han centrado en descifrar los

cuellos de botella existentes en el proceso de biosintesis de tacrolimus, proponiendo la baja
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disponibilidad intracelular de los precursores como uno de los principales factores limitantes
(Barreiro y Martinez-Castro, 2014).

Recientemente fueron publicados una serie de trabajos de metabolémica donde se
descifran las rutas metabdlicas implicadas en la biosintesis de tacrolimus asi como se
identifican los metabolitos claves para su sintesis (Huang et al., 2013a; 2013b; Xia et al., 2013).
Previo a dichos trabajos, varios autores lograron un incremento del titulo de produccién de
tacrolimus tras realizar experimientos de manipulaciéon de genes de las rutas biosintéticas y
enriquecimiento del medio de cultivo con moléculas precursoras. Siguiendo esta estrategia
Mo et al. (2009) consiguieron un incremento de la produccion de 3,4 veces aumentando la
concentracion intracelular del precursor metilmalonil-CoA en S. clavuligerus CKD1119
mediante expresiéon heter6loga de los genes mutAB de Saccharopolyspora erythraea,
codificantes de la ruta de la metilmalonil mutasa (ruta MutAB), junto con la adicién de metil
oleato al medio de cultivo. En las otras dos rutas de biosintesis de metilmalonil-CoA
estudiadas, propionil-CoA carboxilasa (ruta PPC) y metilmalonil-CoA ligasa (ruta MatB), no
se obtuvo un incremento significativo de la produccién de tacrolimus (Figura 1.11).

Sin embargo, un trabajo posterior realizado por Mo et al. (2013), en el que los autores
estudian nuevamente las tres rutas de sintesis de metilmalonil-CoA, aunque esta vez en la
cepa mutante inducida por luz UV y nitrosoguanidina Streptomyces sp. RM7011, observaron

que unicamente la sobreexpresiéon de los genes accAl y pccB implicados en la ruta de la
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Figura 1.11. Rutas de biosintesis de la unidad extendedora (2S)-Metilmalonil-CoA. La ruta de la metilmalonil
mutasa (MutAB) es la ruta de biosintesis de la unidad extendedora metilmalonil-CoA en la cepa S. clavuligerus
CKD1119. Para el resto de las cepas productoras de tacrolimus y rapamicina estudiadas, la ruta de la propionil-
CoA carboxilasa (PPC) es la principal ruta de biosintesis de metilmalonil-CoA. Fuente: figura modificada de Mo
et al. (2009).




propionil-CoA carboxilasa (PPC) producia un aumento de la produccién de tacrolimus. En
este caso, el mayor titulo se obtuvo en el mutante sobreexpresado junto con la adicién al
medio de cultivo de vinilpropionato (precursor de la ruta PPC) y Tween 80 (agente
estimulador de la actividad lipasa). La enzima lipasa cataliza la conversiéon de
vinilpropionato a propionil-CoA, el cual es finalmente convertido a metilmalonil-CoA
mediante la ruta PPC (Mo et al., 2013). La actividad lipasa ya fue relacionada con el titulo de
produccion de tacrolimus en S. clavuligerus CKD1119 (Kim y Park, 2007). Dichos autores
observaron que la mayor produccién de tacrolimus se obtenia utilizando como fuente de
carbono una mezcla de aceite de maiz junto con almidon soluble, de modo que la lipasa
actuaba rompiendo los triacil gliceroles (principales componente de aceites) (Kim y Park,
2007).

Al igual que ocurre en la sintesis de tacrolimus, la ruta de la propionil-CoA carboxilasa
es la principal ruta de biosintesis de metilmalonil-CoA en la cepa mutante productora de
rapamicina S. hygroscopicus UV2-2. La produccioén de rapamicina se incremento6 1,4 veces tras
la sobreexpresion de los genes de la ruta PPC y la suplementacién del medio con propionato
(Jung et al., 2011).

Otro trabajo publicado en esta linea fue realizado por Chen et al. (2012). Los autores
lograron un aumento de la produccion de tacrolimus en un 150 % en S. tsukubaensis tras la
duplicacion de los genes especificos de las rutas de las unidades extendedoras metoximalonil
ACP y alilmalonil-CoA, fkbGHIJK y tcsABCD, respectivamente, junto con la suplementacion
optimizada de glucosa.

El afio 2013 es el afio clave para el descifrado y elucidacién de todas las rutas
metabolicas relacionadas con la biosintesis de tacrolimus. En un primer trabajo el grupo de
Xia et al. (2013) realiz6 analisis metabdlicos comparativos entre dos medios de cultivo: uno
de alta y otro de baja produccién de tacrolimus. Como resultado fueron identificados 98
metabolitos intracelulares, 13 de los cuales fueron relacionados directamente con la
biosintesis de tacrolimus (lactato, piruvato, septoheptulosa 7P, eritrosa 4P, sikimato, valina,
prolina, leucina, treonina, metilmalonil-CoA, succinil-CoA, malonil-CoA y acetil-CoA). Estos
metabolitos fueron asociados principalmente con 5 rutas metabdlicas: las rutas del
metabolismo central del carbono (glicdlisis o ruta de Embden-Meyerhof-Parnas [EMP], ruta
de los acidos tricarboxilicos [TCA] y ruta de las pentosas fosfato [PPP]), la ruta del sikimato y
el metabolismo de aa. Basados en esta informacién se llevaron a cabo estrategias de adicion
exdgena de precursores y aditivos al medio obteniéndose un incremento de la produccién de
tacrolimus de 251 a 405 mg/L y una reduccién del 31% y el 39 % de los andlogos FK520 Y
FK506D, respectivamente (Xia et al., 2013).
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En un par de trabajos posteriores han sido descritas al detalle las rutas metabdlicas
implicadas en la sintesis de precursores y cofactores implicados directamente en la sintesis
de tacrolimus y sus analogos (Huang et al., 2013a; 2013b). Los trabajos de metabolémica
realizados por Huang et al. (2013a; 2013b) permitieron construir un modelo metabdlico de
escala genémica (en inglés “genome-scale metabolic model”-GSMM) obteniéndose 865
reacciones y 621 metabolitos. Este modelo ha permitido describir todas las rutas metabdlicas
implicadas en la sintesis de tacrolimus en S. tsukubaensis, asi como identificar los genes diana
objeto de manipulacién génica para incrementar la concentracién intracelular de precursores
y cofactores implicados en la sintesis de tacrolimus y desviar el flujo de carbono desde otras
rutas metabolicas hacia la ruta de tacrolimus (Figura 1.12). De este modo, en un primer
trabajo Huang et al. (2013a) manipularon los genes de las rutas del metabolismo primario
implicadas en la sintesis de tacrolimus; realizaron la disrupcién del gen gdhA, directamente
relacionado con el suministro de cofactores redox (NADPH) para la sintesis de tacrolimus y
del gen ppc (codificante de una fosfoenolpiruvato carboxilasa), cuya interrupcion aumenta la
concentracion intracelular de fosfoenolpiruvato (PEP), precursor de la unidad iniciadora de
tacrolimus DHCHC. También realizaron la sobreexpresion de los genes; dahp, implicado en
la ruta de biosintesis de sikimato, aumentando la concentracién de corismato (donador del
grupo amino de la unidad iniciadora DHCHC); pntAB, implicado en la biosintesis de
NADPH; accA2 implicado en la sintesis del precursor malonil-CoA; y por dltimo zwf2, que
participa en el suministro del cofactor NADPH y desvia el flujo hacia la sintesis de PEP y
eritrosa 4 fosfato (E4P), precursor directo de la ruta del sikimato (Figura 1.12). Tras todas
estas manipulaciones se obtuvo la cepa S. tsukubaensis HT-AGDH-DAZ que combina las
siguientes modificaciones génicas: interrupcion del gen gdhA y sobreexpresién de los genes
dahp, accA2 y zwf2 y que resulta en un aumento de la produccién de 1.47 veces con respecto a
la cepa S. tsukubaensis D852 (158.7 mg/L) (Huang et al., 2013a).

En un segundo trabajo de ingenieria metabdlica, se llevé a cabo la sobreexpresion de los
genes especificos de la biosintesis de tacrolimus fkbO, fkbP, fkbL, fkbM vy fkbD, y por tanto
pertenecientes a rutas del metabolismo secundario (Huang et al., 2013b) (Figura 1.13). Junto
con la manipulacién génica se llevaron a cabo estrategias de adicion exégena de precursores
y aditivos al medio, obteniéndose un incremento maximo de la produccién de tacrolimus
del 146 % (Huang et al., 2013b). Por lo tanto, al igual que ocurre con otros metabolitos
secundarios, un aumento en la produccién de tacrolimus implica cambios importantes tanto
en los precursores (DHCHC, malonil-CoA, metilmalonil-CoA, metoximalonil-ACP,

alilmalonil-CoA y pipecolato), como en los cofactores (NADPH) y la energia (ATP),



aumentando la competencia entre el metabolismo primario y secundario e introduciéndose

nuevos cuellos de botella en la sintesis de tacrolimus (Huang et al., 2013b; Olano et al., 2008).
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1.2.4. Especies productoras de tacrolimus

Tacrolimus fue descubierto a partir de un cultivo de la cepa Streptomyces tsukubaensis No.
9993 (Kino et al., 1987), una de las cepas utilizadas en nuestro trabajo. Sin embargo, los
primeros estudios relacionados con la agrupacion génica de biosintesis de tacrolimus no se
realizaron hasta una década después en las especies Streptomyces sp. MA6548 y Streptomyces
sp. MA6858, también llamada Streptomyces sp. ATCC 55098 y posteriormente caracterizada
como S. tacrolimicus (Martinez-Castro et al., 2011; Motamedi et al., 1996; Motamedi et al.,
1997; Motamedi y Shafiee, 1998; Shafiee et al., 1994) especie utilizada en nuestro trabajo.
Debido a la gran importancia tanto econémica como farmacolégica de tacrolimus, en los
altimos afios las investigaciones se han centrado en la busqueda de nuevas cepas
productoras de tacrolimus (Tabla 1.2). Estudios filogenéticos de las cepas productoras
muestran que los distintos organismos productores de tacrolimus presentan divergencia
evolutiva, lo que sugiere que la agrupacion génica de biosintesis se ha trasferido

horizontalmente dentro del género Streptomyces (Garrity et al., 1993; Muramatsu et al., 2005).

1.2.4.1. Streptomyces tsukubaensis

El inmunosupresor tacrolimus o FK506 fue descubierto a partir de un cultivo de la cepa
Streptomyces tsukubaensis aislado de una muestra de suelo de Tsukuba, una regioén situada al
norte de Japén (Kino et al., 1987). De hecho, el nombre de tacrolimus deriva de Mount
Tsukuba (donde el organismo fue aislado), macrolide (porque estructuralmente es un
policétido macrélido) e immunosuppressant (por su capacidad para inhibir la respuesta
inmune). Dicha cepa fue patentada bajo el nombre de Streptomyces tsukubaensis N° 9993 por
Fujisawa Pharmaceutical Co. Ltd. (posteriormente Astellas Pharmaceutical Co. Ltd) y
depositada en el Fermentation Research Institute (Japon) con el nimero de depésito FERM BP-
927. Posteriormente, se redeposité en 1989 en el Agricultural Research Culture Collection
International Depository (EEUU) con el ntimero de depésito NRRL 18488, aunque no ha sido
hasta el afio 2013 cuando su nombre ha sido validado (Muramatsu et al., 2013).

A los primeros trabajos realizados en esta cepa para caracterizar los genes implicados en
la sintesis de tacrolimus (Andexer et al., 2011; Goranovic et al., 2010; Mo et al., 2011) han
seguido una bateria de investigaciones para intentar aumentar su produccién, ya que la baja
concentraciéon a la que es producido sigue siendo un factor limitante en procesos
industriales. Con este objetivo, en los dltimos afios se han utilizado estrategias de
enriquecimiento de nuevos precursores (Turlo et al., 2012), de unidades extendedoras (Chen

et al., 2012), enriquecimiento del medio con nutrientes (Huang et al., 2013 a, b), optimizaciéon


http://agris.fao.org/?query=%2Bauthor:%22Kino,%20T.%22

de medios de produccién semidefinidos (Martinez-Castro et al., 2013) y enriquecimiento con

precursores tras realizar ingenieria metabolica (Huang et al., 2013a).

1.2.4.2. Streptomyces tacrolimicus

La cepa Streptomyces sp. ATCC 55098 (Merck Culture Collection N°. MA 6858) fue aislada
por primera vez de excrementos de ciervo de cola blanca en Virginia (EEUU) en 1992
(Dumont et al., 1992). Dicha cepa fue patentada por la compafiia farmacéutica Merck & Co y
las primeras patentes se centraron en caracterizar la cepa morfolégicamente y aportar
medios de crecimiento y produccién de tacrolimus ttiles para cualquier cepa productora de
tacrolimus pero especialmente para Streptomyces sp. ATCC 55098 (Dumont et al., 1992;
Salituro et al., 1993). Recientemente esta cepa fue caracterizada genotipica, fenotipica y
quimiotaxonémicamente, proponiéndose el nombre de S. tacrolimicus (Martinez-Castro et al.,
2011). Fue en esta cepa donde se caracterizé el primer gen de la agrupacién génica de

biosintesis de tacrolimus (Shafiee et al., 1994).

Tabla 1.2. Listado de cepas productoras de tacrolimus descritas en bibliografia*.

Nombre de la cepa Referencia
Streptomyces clavuligerus CKD1119 Kim y Park, 2008
Streptomyces clavuligerus KCTC 10561BP Park et al.,2009
f;trceflio%%;e;;;;rfutorenszs MS405T (=DSM 41863 Savic et al., 2007
Streptomyces glaucescens MTCC 5115 Kumar et al., 2007
Streptomyces kanamyceticus KCC S-0433T Mo et al., 2011;
(=KCTC 9225) Muramatsu et al., 2005
Streptomyces sp. Mishra y Verma, 2012
Streptomyces sp. 6260 Muramatsu et al., 2005
Streptomyces sp. 49A Muramatsu et al., 2005
Streptomyces sp. 94128 Muramatsu et al., 2005
Streptomyces sp. ATCC 53770 (=MA 6548) Garrity et al., 1993
Streptomyces sp. KCTC 11604BP Mo et al., 2011
Streptomyces sp. KCCM 11116P Mo et al., 2013
Streptomyces sp. 6949 Sigmund et al., 2003
Streptomyces sp. TST8 Jung et al., 2009
Streptomyces tacrolimicus ATCC 550987
(=CECT 76647) [previamente Garrity et al., 1993; Martinez-Castro et al., 2011
Streptomyces sp. ATCC 55098 (MA 6858)]
Streptomyces tsukubaensis 9993, NRRL18488 Kino et al., 1987; Ma.rtinez—Castro etal., 2013;
Muramatsu y Nagai, 2013

(*)Cepa productora de un compuesto inmunosupresor con mecanismo de accién similar al tacrolimus Fuente:
Barreiro y Martinez-Castro (2014).
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Al igual que ocurriera con S. tsukubaensis, la produccion de tacrolimus por S. tacrolimicus
también ha sido objeto de optimizacion; en 1997 Yong y Choi describieron un medio definido
para la fermentacién de Streptomyces sp. ATCC 55098 y mas recientemente Singh y Behera
(2009) optimizaron la produccién de tacrolimus modificando las fuentes de carbono y
nitrégeno del medio de cultivo. También se han realizado trabajos de ingenieria genética en
la cepa caracterizdndose un receptor de y-butirolactonas y su efecto sobre la produccién de

tacrolimus (Salehi-Najafabadi et al., 2011).



1.3. Metabolismo Secundario y su regulacion

1.3.1. Género Streptomyces: Gran productor de metabolitos secundarios

La era de los antibiéticos tiene su origen en las conocidas observaciones de Alexander
Fleming en 1928, en el St. Mary “s Hospital de Londres, sobre el efecto inhibidor que el hongo
Penicillium notatum, contaminante accidental de una placa de cultivo, ejercia sobre los
estafilococos sembrados en ella. Una vez superadas las limitaciones iniciales para la
obtencién de penicilina en grandes cantidades, en 1943 se consigui6 la produccion a gran
escala en laboratorios industriales, lo que permitié salvar miles de vidas en la Segunda
Guerra Mundial.

Un segundo evento que marcarfa la historia del tratamiento de enfermedades
infectocontagiosas seria el descubrimiento de la estreptomicina, atribuido a Selman
Waksman. Durante la primera etapa de su carrera (1915-1939), Waksman centré sus
investigaciones en el estudio de la comunidad de microorganismos del suelo, estudiando sus
interacciones y potencial para la fertilizacion del suelo, prestando especial atencion a los
actinomicetos, lo cual le otorgé reconocimiento internacional como microbidlogo del suelo
(Hopwood, 2007). La frase histérica citada por Waksman ante sus colaboradores tras el éxito
del descubrimiento de la penicilina: “Drop everything; see what these English have done with a
mould. 1 know the Actinomycetes will do better”, supuso el inicio de una nueva etapa
profesional centrada en la btusqueda de compuestos de actividad farmacolégica
(Wainwright, 1990). Entre 1939 y 1942, Waksman y colaboradores estudiaron un gran
namero de actinometos en busca de nuevos antibiéticos mediante un rastreo a gran escala de
muestras de suelo. En 1940, aisl6 la actinomicina A a partir de un cultivo de Actinomyces
antibioticus (reclasificado como Streptomyces antibioticus), primer antibidtico aislado a partir
de un actinomiceto, aunque no tuvo aplicaciéon médica por su alta toxicidad. Posteriormente
fueron descubiertos otros antibidticos a partir de cultivos de Streptomyces, como clavacina,
fumigatina y estreptotricina, nuevamente sin aplicaciéon clinica. El bajo éxito obtenido con
esta estrategia llevo a Waksman a variar la linea de investigaciéon buscando a partir de ese
momento antibéticos activos frente al bacilo Mycobacterium tuberculosis (causante de la
tuberculosis) identificado por Robert Koch en 1882. Tras cultivar y analizar miles de cepas,
en 1944, Albert Schatz, Elizabeth Bugie y Selman Waksman, publicaron el aislamiento del
primer antibidtico aminoglucésido y primer farmaco efectivo para el tratamiento de la
tuberculosis, aislado de un cultivo de Streptomyces griseus: la estreptomicina (Schatz et al.,
1944), descubrimiento por el cual Waksman recibi6é el premio Nobel de Medicina en 1952,

reconociéndose la coautoria a Schatz en 1988.


http://www.iberlibro.com/servlet/SearchResults?an=Milton+Wainwright&cm_sp=det-_-bdp-_-author
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Al descubrimiento de la estreptomicina siguié una gran bateria de antibidticos
producidos por especies del género Streptomyces, como cefalosporina, tetraciclina,
cloranfenicol, kanamicina o neomicina, entre otros, convirtiendo al género en uno de los que
suscita mayor interés tanto para investigadores como para empresas farmacéuticas, no solo
por su capacidad para producir antibiéticos (antibacterianos y antifingicos), sino por ser
productores de una gran diversidad de compuestos de importancia farmacolégica como
antitumorales (actinomicina, daunorrubicina, mitramicina), inmunosupresores (tacrolimus,
rapamicina, ascomicina), antifingicos (pimaricina, nistatina, anfotericina B, candicidina),
agentes antihelminticos (avermectina), herbicidas (bialafos, fosfinotricina), pesticidas
(polioxina), antivirales (concanamicina A, gilvocarcina), insecticidas (indanomicina), entre
otros (Chaudhary et al., 2013; Procopio et al., 2012; Weber et al. 2003) (Figura 1.13).

Entre los afios 50-70, aproximadamente el 60 % de los antibidticos de nuevo
descubrimiento eran producidos por actinomicetos, casi exclusivamente por el género
Streptomyces. Actualmente el porcentaje ha disminuido considerablemente, siendo
producidos el 39 % de los metabolitos microbianos por actinomicetos (y de ellos 80% por
Streptomyces) aunque esto no significa que hayan perdido interés como fuente de
metabolitos secundarios, sino que es reflejo del cambio producido en los altimos afios en el

mercado farmacéutico (Bérdy, 2012; Watve et al., 2001). En la actualidad, el desarrollo e

2014

Platensimicina-2006-Streptonyces platensis
Daptomicina-2003-Streptomyces roseosporus
Linezolid-2000-Sintético
Mupiricina-1985-Pseudomonas fluorescens
1970 Ribostamicina-1970-Streptomyces ribosidificus
Fosfomicina-1969-Streptomyces fradiae
Trimetoprima-1968-Sintético
Gentamicina-1963-Micromonospora purpurea
Acido fusidico-1963-Fusidium coccineum
Acido nalidixico-1962-Sintético

1960 Tinidazol-1959-Sintético
Kanamicina-1957-Streptomyces kanamyceticus
Rifamicina-1957-Amycolatopsis mediterranei
Novobiocina-1956-Streptomyces orientalis
Vancomicina-1956-Streptomyces orientalis
Cicloserina-1955-Streptomyces garyphalus
Lincomicina-1952-Streptomyces lincolnensis
Eritromicina-1952-Saccharopolyspora erythraea
Virginiamicina-1952-Streptomyces virginiae
Isoniacida-1951-Sintético
Viomicina-1951-Streptomyces vinaceus
Nistatina-1950-Streptomyces noursei

1950 Tetraciclina-1950-Streptomyces aureofaciens
Neomicina-1949-Streptomyces fradiae
Cloranfenicol-1949-Bacillus polymyxa
Polimixina-1947-Bacillus polymyxa
Nitrofurantoina-1947-Sintético
Bacitracina-1945- Bacillus licheniformes
Cefalosporinas-1945- Streptomyces clavuligerus
Estreptomicina-1944- Streptomyces griseus
1940 Penicilina-1941- Penicillium chrysogenum

Figura 1.13. Fecha de descubrimiento y origen de los principales metabolitos secundarios. En negrita destacan
los compuestos producidos por especies del género Streptomyces.




introducciéon de un nuevo compuesto en el mercado supone entre 10 y 12 afios y de 800 a
2000 millones de dodlares en costes de I+D, siendo la duracién media en el mercado de 8-10
afios. Esto, junto con las estrictas regulaciones sobre pruebas clinicas y de seguridad de
nuevos compuestos terapéuticos impuestas por los organismos reguladores, hace que las
compafiias farmacéuticas solo lancen al mercado aquellos productos que tendran mayor
incidencia en tratamientos terapéuticos y por tanto reportaran mayores beneficios (Bérdy,

2012).

1.3.2. Regulacién del metabolismo secundario en Streptomyces

La producciéon de metabolitos secundarios tiene lugar a través de rutas biosintéticas
complejas mediante el uso de precursores procedentes del metabolismo primario. La
biosintesis de metabolitos secundarios en estreptomicetos coincide o precede ligeramente a
la diferenciacién morfoldgica en los cultivos en medio sélido o el inicio de la fase estacionaria
en los cultivos en medio liquido, estando fuertemente relacionada con la escasez nutricional
(Bibb, 2005; Martin, 2004).

De manera generalizada se considera que los genes necesarios para la produccién de un
metabolito individual junto con los genes de resistencia y de exportacion de dicho
metabolito, se encuentran agrupados conjuntamente en el cromosoma, por lo general en los
extremos de éste o en ocasiones en plasmidos, siendo el caso més destacado el del
megaplasmido pSCL4 de S. clavuligerus que acomoda unas 25 agrupaciones de metabolitos
secundarios (Medema et al., 2010). Dichas agrupaciones génicas, cuyo tamafio varia desde
unas 15 kb a mas de 100 kb, presentan frecuentemente genes reguladores de ruta que
controlan la expresiéon de los genes de la agrupacion de la que forman parte (Bibb, 1996;
Martin y Liras, 2010).

Debido a la gran complejidad del proceso de biosintesis del metabolismo secundario en
Streptomyces existe un sistema jerarquico representado por varios niveles de regulaciéon. De
este modo se establecen cascadas reguladoras complejas donde los niveles mas elevados se
localizan separados de las agrupaciones génicas de biosintesis y ejercen un efecto
pleiotrépico o global en la regulacion de mdultiples metabolitos secundarios o en la
produccion de éstos y la diferenciacion morfolégica; mientras que los mas bajos
(reguladores de ruta) estdn implicados en la regulacién de la produccion de un metabolito
secundario en particular (Martin y Liras, 2010).

La expresion de los reguladores especificos de ruta es dependiente de uno o varios
factores pleiotropicos, los cuales, a su vez, se activan o reprimen en respuesta a una gran

variedad de factores fisioldgicos como la tasa de crecimiento del microorganismo o
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moléculas de sefalizacion y sefiales nutricionales o medioambientales, como son la escasez
de fosfato y nitrégeno, la presencia en el medio de quitina y N-acetilglucosamina, y los
factores de estrés como dafo de la pared celular, respuesta a choque térmico o cambios de
pH, entre otros, activando la biosintesis de metabolitos secundarios como una posible
respuesta de adaptacién al medio (Martin, 2004; Rigali et al., 2008).

Sin embargo, las investigaciones de los Gltimos afios demuestran que el mecanismo de
regulacion del metabolismo secundario de Streptomyces es mucho mas complejo que una
estructura piramidal de regulacién, dando paso a un mecanismo donde la regulacién
cruzada, la retroalimentacion y la versatilidad se asemeja mds a una realidad donde los
reguladores especificos de ruta ejercen efecto regulador mas alla de su propia agrupacion
actuando sobre otras agrupaciones, y donde, en contra de lo que se creia, reguladores de ruta
ejercen un control cruzado sobre reguladores pleiotrépicos (Huang et al., 2005; Martin y
Liras, 2010).

El conocimiento de la regulacién de la biosintesis de metabolitos secundarios resulta de
gran interés, puesto que la manipulacién genética de los reguladores constituye una de las
principales dianas cuando se busca un aumento en la producciéon de compuestos de interés

industrial (Chen et al., 2010).

1.3.2.1. Reguladores globales
1.3.2.1.1. Reguladores globales de la diferenciacion morfolégicay la produccién de

metabolitos secundarios
% Sefalizacion intracelular: el papel de ppGpp

Un importante mecanismo que desencadena la respuesta adaptativa ante una situaciéon
de estrés nutricional y por tanto una disminucion de la tasa de crecimiento, estda mediada por
los nucledtidos de guanosina altamente fosforilados, ppGpp (guanosina 5 -difosfato-3"-
difosfato) y pppGpp (guanosina 5 -trifosfato-3"-difosfato), también conocida como respuesta
estricta (Yang et al., 1974).

La respuesta estricta, descrita inicialmente en Escherichia coli, media la regulacién de la
sintesis de ARNTr y la produccién de ribosomas como respuesta a escasez de aminoacidos
necesarios para sostener el crecimiento de la poblacién bacteriana. Bajo condiciones
limitantes de aminodacidos, ppGpp es sintetizado por RelA, una proteina asociada a los
ribosomas, en respuesta a la llegada al sitio A del ribosoma de un ARNt que no esté cargado
con un aminodcido (Sands y Robert, 1952; Stent y Brenner, 1961). Estudios posteriores
mostraron que el ppGpp actta mas como un regulador global que como un regulador

especifico de la producciéon de ribosomas, modificando el patréon de transcripciéon de la



célula, reduciendo la expresion de los genes relacionados con el crecimiento rapido y
proliferaciéon y aumentando la de aquellos genes relacionados con la supervivencia,
virulencia y diversos mecanismos de repuesta frente a estrés (Magnusson et al., 2005).

En el caso de Streptomyces, ha sido demostrado en diferentes especies que el ppGpp
presenta efecto regulador tanto en la sintesis de metabolitos secundarios como en la
diferenciacién morfolégica (Hesketh et al., 2007; Kelly et al.,, 1991; Ochi et al., 1987).
Concretamente, en S. coelicolor el mutante ArelA presenta retraso en el inicio y desarrollo de
la diferenciacion morfolégica, presentando alteracién morfolégica de la colonia, siendo
ademas defectivo en la produccién de los antibiéticos undecilprodigiosina y actinorrodina,
debido a la disminucién de la transcripcién de los reguladores especificos de ruta redD y
actll-ORF4, respectivamente (Chakraburtty y Bibb, 1997). Aunque en la mayoria de las
especies de Streptomyces el (p)ppGpp actia como una sefial intracelular desencadenante de la
biosintesis de metabolitos secundarios, en S. clavuligerus parece actuar como un represor de
la sintesis de cefamicina C y acido clavulanico, lo que puede ser explicado por la relacién
entre la tasa de crecimiento y la produccién de metabolitos secundarios, ya que al contrario
que ocurre con la mayoria, la cefamicina C y el acido clavulédnico se sintetizan durante la fase

de crecimiento exponencial ademds de en la fase estacionaria (Gémez-Escribano et al., 2008).

% Sefalizacién extracelular: y-butirolactonas

Las y-butirolactonas, primeras moléculas descritas que median la sefializacion
intercelular entre bacterias, fueron descubiertas en el género Streptomyces, siendo
caracteristicas de éste, aunque también estan presentes en otros géneros de actinomicetos
(Khokhlov et al., 1967; Aroonsri et al., 2008).

La primera y-butirolactona (GBL) caracterizada fue el factor A o factor autorregulador
de S. griseus (Khokhlov et al., 1967). Una vez sintetizado el factor A, éste se secreta y acumula
en el medio, siendo necesaria una concentraciéon del orden de nanomolar para que se
desencadene la cascada de regulacién en la que participa y que ha sido completamente
elucidada (Horinouchi, 2002). Cuando la concentracién del factor A alcanza el nivel critico, lo
que ocurre hacia la mitad de la fase exponencial de crecimiento, se une a la proteina
citoplasmética ArpA (en inglés “A factor receptor protein”), que provoca la liberacion de esta
altima de la regién promotora del gen adpA, permitiendo su transcripcién. Como resultado,
AdpA activa la trascripcion de los genes del regulon AdpA implicados tanto en el
metabolismo secundario (como por ejemplo, el gen strR, regulador especifico para la ruta
biosintética de la estreptomicina) como en la diferenciacién morfolégica (Higashi et al., 2007;

Horinouchi, 2002; Ohnishi et al., 2005).
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El efecto regulador ejercido por el factor A sobre la diferenciacién morfoldgica es mas la
excepcion que la norma, ya que la mayoria de las y-butirolactonas limitan su control
exclusivamente al metabolismo secundario. Otras y-butirolactonas aisladas y caracterizadas
han sido el butandlido virginiae (VB) de S. virginiae (Kawachi et al., 2000), IM-2 de S.
lavendulae (Kitani et al., 1999), SCB1 de S. coelicolor (Takano et al., 2005), SRB1 y SRB2 de S.
rochei (Arakawa et al., 2012), todas ellas y-butirolactonas implicadas exclusivamente en la
regulaciéon del metabolismo secundario. En la mayoria de los casos no han sido
caracterizadas la moléculas sefal tipo y-butirolactona que median la regulacién aunque si
han sido identificados un gran nimero de homologos de receptores de GBLs, los cuales estan
codificados por genes que se encuentran localizados, en su mayoria, préximos a la
agrupacion génica de biosintesis del antibiético que regulan (Takano, 2006). Existen distintos
niveles de complejidad, y no es raro encontrar multiples receptores de y-butirolactonas en la
misma bacteria y ocasionalmente varios receptores se encuentran localizados en la misma
agrupacion, como es el caso de la agrupacién génica de biosintesis de tilosina de S. fradie,
estableciéndose una cascada reguladora donde el receptor principal denominado TylP
reprime el resto de receptores homologos y proteinas reguladoras (Bignell et al., 2007;
Stratigopoulos et al., 2002).

La mayoria de las proteinas receptoras de y-butirolactonas acttian como represores de la
transcripcion, de modo que la unién de las y-butirolactonas especificas a dichos receptores
induce la expresion de los genes diana. Como excepciones al efecto represor encontramos el
receptor de butirolactonas SpbR de S. pristinaespiralis, que acttia como regulador positivo en
la biosintesis de pristinamicina y Gbr de S. tacrolimicus y BulR1 de S. tsukubaensis, que
actian como reguladores positivos en la biosintesis de tacrolimus, afectando también a la
diferenciacién morfolégica, observandose un retraso en la esporulaciéon (Folcher et al., 2001;
Salehi-Najafabadi et al., 2011; 2014).

Ademés de las GBLs han sido descritas varias moléculas que median la sefializacién
extracelular en Streptomyces como el factor Pi, que suprime la produccién de piramicina a
concentraciones del orden de nanomolar de manera similar a moléculas de quorum-sensing,
en S. natalensis (Recio et al., 2004). Una nueva familia de moléculas denominadas
metilenomicinafuranos (MMFs), fueron descubiertas en S. coelicolor, las cuales acttan como
inductores de la biosintesis de antibiéticos de una manera andloga a las GBLs (Corre et al.,
2008). Mas recientemente, Kitani et al. aislaron y caracterizaron una molécula que
denominaron avendlido, efectiva a una concentraciéon de 4 nM y que es esencial para la
induccién de avermectina en S. avermitilis, constituyendo una posible nueva clase de

autorreguladores de Streptomyces (Kitani et al., 2011).
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% Sefializacion intercelular: Genes bld

Como ha sido expuesto en el apartado 1.1.4, los miembros del género Streptomyces
exhiben un ciclo vital complejo, desarrollando como parte de su ciclo estructuras
multicelulares (micelio aéreo) que en tltimo término dardn lugar a esporas unicelulares. Para
que exista una sincronizacién en esas estructuras multicelulares es necesaria una red de
comunicacion intercelular que medie el control de los procesos de diferenciacion.

En S. coelicolor, los genes bld (denominados A, B, C, D, G, H, I, ], K, L, M, N) gobiernan
una cascada de sefializacién extracelular que regula tanto la diferenciacion morfologica,
(controlando entre otras la sintesis de la proteina hidrofébica SapB esencial para la formacién
del micelio aéreo), como la diferenciaciéon quimica o fisiologica (Elliot et al., 1998; Willey et al.,
1993) (Figura 1.14). Los mutantes bld son incapaces de formar micelio aereo (de ahi la
denominacién de fenotipo calvo, del inglés “bald”), siendo la mayoria de los mutantes (a

excepcion de bldC) defectivos en la produccién de metabolitos secundarios (Chater, 2006;

Elliot ef al., 1998).
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Figura 1.14. Cascada de sefializacion extracelular mediada por los genes bld implicada en el desarrollo del

micelio aéreo en S. coelicolor. La cascada de sefalizacién se inicia con la sefial 1 (oligopéptido), producida de
manera dependiente del gen bld], que se acumula extracelularmente. El oligopéptido es captado por el
transportador de oligopéptido, codificado por el gen bldK, lo que desencadena la sefial 2 y asi sucesivamente.
Finalmente se produce la proteina hidrofébica SapB, esencial para la formaciéon del micelio aéreo, bajo la
regulacién del gen bldD. Fuente: Tomada de Salehi-Najafabadi (2010).
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Aunque el efecto regulador de los mutantes bld en la biosintesis de metabolitos
secundarios puede ser indirecto, el gen bldA ejerce una regulacién directa en el control de la
diferenciacion morfologica y quimica. El gen bldA codifica el tnico ARNt que puede traducir
el codén de leucina UUA en Streptomyces, siendo la frecuencia de genes que incluyen el
codén TTA del orden del 3 %. Cabe destacar que todos los genes que contienen dicho triplete
son genes relacionados con la diferenciacién morfolégica (como el gen adpA) o genes del
metabolismo secundario, estando presente especialmente en genes reguladores de ruta,
como el regulador especifico de biosintesis de actinorrodina, actI[-ORF4 (Chater y Chandra,
2008).

La formacion del micelio aéreo en Streptomyces depende de una serie de moléculas
extracelulares que son intercambiadas entre células mediante difusién (Willey et al., 1993).
Dichos autores observaron que la formacién de micelio aéreo en mutantes bld puede ser
restaurada si éstos se encuentran préximos a cepas silvestres, ejerciéndose una
complementacién extracelular. Posteriormente, fue demostrado que la cascada de
sefalizacion ejercida por los genes bld era jerarquica, ya que cuando eran sembrados
distintos mutantes en placas de agar se restauraba la formaciéon de micelio aéreo (Nodwell et
al., 1996). Los mismos experimentos fueron usados para aislar y caracterizar el factor Pi de S.

natalensis (Recio et al., 2004)

« Sefializacion nutricional mediada por N-acetilglucosamina: DasR

La ya mencionada coincidencia del inicio de la diferenciacién morfolégica y bioquimica
en el género Streptomyces sugiere la presencia de un regulador global que conecta ambos
procesos en respuesta a una sefial ambiental determinada. Dicho regulador global ha sido
caracterizado (denomindndose DasR), al igual que la sefial nutricional (la N-
acetilglucosamina) que desencadena la cascada reguladora (Rigali et al., 2006).

La N-acetilglucosamina (GIcNAc), componente de la pared celular bacteriana
(peptidoglicano) y mondémero del polimero de origen natural mas abundante (quitina), es
una de las principales fuentes de carbono y nitrégeno de los estreptomicetos. Ademas, la
GlcNACc es una importante molécula sefializadora, que de manera singular, puede trasmitir
informacion opuesta en funcion del estado nutricional del medio. En condiciones favorables
a nivel nutricional (abundancia del polisacarido quitina), la acumulacién de GIcNAc
promueve el crecimiento, bloqueando por tanto la diferenciaciéon morfolégica, mientras que
en situacion de escasez nutricional (degradacion de la pared celular bacteriana), la
acumulacion de GlcNAc desencadena tanto la biosintesis de metabolitos secundarios como

la morfogénesis (Rigali et al., 2006; 2008).



DasR es un regulador transcripcional de S. coelicolor, que controla la expresion de los
genes de transporte y metabolismo de N-acetilglucosamina, ademds de inhibir la
produccién de actinorrodina y undecilprodigiosina mediante unién a la secuencia operadora
de los genes reguladores especificos de ruta de ambas agrupaciones biosintéticas. En
situacion de escasez nutricional, la GIcNAc se introduce en la célula y es fosforilada a N-
acetilglucosamina-6fosfato (GIcNAc-6P) que actta como efector alostérico de DasR
imposibilitando la unién de este a la secuencia promotora de los genes reguladores de ruta,
permitiéndo su transcripcion y por tanto la formacion de actinorrodina y
undecilprodigiosina. Sin embargo, en situacion de abundancia nutricional, la N-
acetilglucosamina bloquea la esporulacion y la produccion de antibidticos, aunque se

desconoce el mecanismo molecular completo que media dicho bloqueo (Swiatek et al., 2012).
1.3.2.1.2. Reguladores pleiotrépicos de la biosintesis de antibidticos

Los reguladores pleiotrépicos que se engloban en este apartado actdan tnicamente
sobre el metabolismo secundario influyendo sobre la expresion de los reguladores
especificos de ruta en respuesta a diferentes sefiales ambientales.

A continuacién se muestran algunos de los ejemplos mas relevantes acerca de este nivel de

regulacion, con algunas de las cascadas de sefalizacion més estudiadas.

% Sistemas de serina-treonina quinasas: Sistema AfsK/ AfsR

Las fosforilaciones reversibles en residuos de serina, treonina y tirosina mediante la
accion de proteinas quinasas y fosfatasas constituyen el sistema regulador principal de
muchos procesos celulares en organismos eucariotas (Hanks y Hunter, 1995). Aunque
inicialmente se consideraba que el sistema de transduccién de sefial mediado por quinasas
era exclusivo de eucariotas, en las tltimas décadas han sido caracterizados sistemas serina-
treonina quinasas en procariotas (Bakal y Davies, 2000). La secuenciaciéon del genoma de S.
coelicolor revel6 la presencia de cerca de 40 proteinas serina/treonina o tirosina quinasas,
siendo la mas estudiada la quinasa AfsK (Horinouchi, 2003). AfsK y los homologos AfsL y
PkaG son serina/treonina quinasas capaces de autofosforilarse en residuos de
serina/treonina en respuesta a sefiales ambientales atin desconocidas para después transferir
el grupo fosfato a residuos serina/treonina del regulador pleiotrépico AfsR, que una vez
fosforilado se une al promotor del gen afsS permitiendo su transcripcion (Sawai et al., 2004).

El gen afsS codifica una proteina tipo factor sigma de pequefio tamafio que regula la
expresion de un gran namero de genes, en su mayoria relacionados con el metabolismo
secundario, acttando como activador transcripcional de varios genes reguladores especificos

de ruta como actl[-ORF4 y redD, implicados en la produccion de actinorrodina y
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undecilprodigiosina, respectivamente. Ademas, se ha observado que un ntimero elevado de
genes relacionados con el estrés nutricional se ven afectados en el mutante afsS, aunque se
desconoce el mecanismo por el cual se ejerce la regulacion (Lee et al., 2002; Lian et al., 2008).

El sistema AfsK/AfsR no es exclusivo de S. coelicolor, ya que han sido descritos sistemas
serina/treonina quinasas homologos en otras especies del género Streptomyces. Al igual que
ocurre en S. coelicolor, los homologos AfsK/AfsR estan implicados en la mayoria de los casos
en la regulacion de metabolitos secundarios, como es el caso de S. venezuelae (Maharjan et al.,
2009), S. peucetius (Parajuli et al., 2005) y S. lividans (Kim et al., 2001), donde los homdlogos
AfsK/AfsR regulan la biosintesis de picromicina, doxorrubicina y actinorrodina,
respectivamente. Sin embargo en S. griseus el sistema tipo AfsK/AfsR es necesario para la
diferenciacion morfolégica, siendo el efecto regulador condicional a la presencia de glucosa
en el medio (Umeyama et al., 1999).

K/

s Sistemas de dos componentes: respuesta a limitacion de fosfato por el sistema

PhoR-PhoP

Los sistemas de dos componentes (TCSs) son uno de los principales mecanismos de
transduccion de sefial en procariotas. Sin embargo, no son exclusivos de éstos ya que han
sido caracterizados TCSs en arqueas, hongos, levaduras y plantas, donde regulan procesos
fisiol6gicos y moleculares tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional (Perry et al.,
2011).

Un sistema de dos componentes clasico estd formado por una proteina receptora
denominada histidina quinasa (HK) y una proteina efectora denominada regulador de
respuesta (RR) codificados por un par de genes que normalmente se encuentran localizados
adyacentes en el genoma. Ambas proteinas son proteinas multidominio, y de manera
caracteristica las HKs presentan un dominio transmisor en el extremo C-terminal y un
dominio sensor o de entrada de naturaleza diversa en el extremo N-terminal. Por otro lado,
los RRs presentan un dominio receptor conservado en el extremo N-terminal y un dominio
efector variable en el extremo Ct o dominio de salida. Con tal organizacién, cuando un
estimulo es percibido por el dominio sensor de la histidina quinasa, se produce la activacién
del dominio transmisor de ésta, mediante la autofosforilacién de un residuo histidina
conservado en dicho dominio. El dominio transmisor fosforilado (HK~P) interacciona con el
dominio receptor de su pareja RR, lo que permite transferir el grupo fosfato desde el residuo
histidina del dominio transmisor a un residuo aspartico conservado situado en el dominio
receptor. En dltima instancia, el dominio receptor fosforilado interacciona con el dominio

efector del RR, activando su efecto regulador (Gao et al., 2007) (Figura 1.15).



A pesar de que los dominios individuales presentan una estructura y un mecanismo
funcional comun, el amplio rango de interacciones entre el dominio receptor y efector
proporciona una gran diversidad en las estrategias reguladoras, optimizando la respuesta en
funcion de la sefial percibida.

Los sistemas de dos componentes presentan un amplio rango de respuesta, desde
regulaciones metabdlicas basicas como la utilizacién de carbono y nitrégeno, la asimilacion
de fosfato, el crecimiento en aerobiosis y anaerobiosis hasta respuestas complejas como la

formacién de esporas o biofilms.

sefial de sefial de
entrada salida

Z22N
N—< >— H N DF G —C N@@C

Dominio Médulo Modulo Dominio
de entrada transmisor receptor de salida
sensor regulador

Figura 1.15. Esquema de un sistema clasico de dos componentes. Un sistema de dos componentes esta
constituido por una quinasa sensora y un regulador de respuesta. Ante un determinado estimulo la quinasa
sensora se autofosforila en un residuo de histidina y se transfiere un grupo fosfato a un residuo de aspartato del
regulador de respuesta provocando su activacion. Fuente: Imagen tomada y modificada de Parkinson y Kofoid
(1992).

El gran ntimero de genomas bacterianos secuenciados disponibles en la actualidad ha
aportado datos de gran interés sobre los sistemas de transduccion de sefial microbianos. La
mayoria de los genomas secuenciados codifican numerosos TCSs, aumentando su namero en
los genomas de més tamafio y mayor complejidad del ciclo vital. Segtin las bases de datos
MiST2  (“Microbial ~ Signal ~ Transduction”)  (http://mistdb.com) y  SENTRA
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Complete_Genomes/SignalCensus.html) existen pocas bacterias
que no presenten TCSs (ej. Mycoplasma, Phytoplasma mali, Buchnera aphidicola, Blochmannia
floridanus), mientras que la mayoria contiene varias docenas (ej. Bacillus anthracis, E. coli, S.
coelicolor) y unas pocas contienen més de 100 (ej. Myxococcus xanthus, Desulfatibacillum
alkenivorans, Methylobacterium radiotolerans y varias cianobacterias) (Galperin et al., 2010;
Ulrich y Zhulin, 2010). En cuanto al género que nos ocupa, las 46 especies del género
Streptomyces con genomas disponibles presentan un elevado ntmero de TCSs; el

microorganismo modelo S. coelicolor presenta 148 HKs (2 de ellas en el plasmido SCP1) y 88
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RRs; en el genoma de S. tsukubaensis NRRL 18488, una de las cepas objeto de estudio de este
trabajo, se han identificado 118 HKs y 80 RRs, mientras que el genoma de la especie
patégena de humanos S. somaliensis presenta el menor nimero de TCSs, con 78 HKs y 37 RRs
(http:/ /mistdb.com).

Uno de los TCSs mejor caracterizados en diversas especies del género Streptomyces es el
sistema PhoR-PhoP que media la respuesta frente a la escasez de fosfato (Sola-Landa et al.,
2003). En respuesta a una limitacién de fosfato en el medio, la proteina quinasa sensora PhoR
fosforila al regulador de respuesta PhoP’, que de este modo queda activado, regulando la
expresion de manera directa de un conjunto de genes que constituyen el denominado
reguléon pho, permitiendo asi la adaptacion fisioldgica de la célula a las condiciones de
escasez de fosfato mediante activacion y represion transcripcional (Rodriguez-Garcia et al.
2007; 2009; Sola-Landa et al., 2003; 2005; 2008). La regulacién transcripcional de los genes del
regulén pho esta controlada por la unién directa de PhoP a las cajas PHO (Sola-Landa et al.
2005; 2008). Sin embargo, aunque la biosintesis de metabolitos secundarios se suele encontrar
reprimida en presencia de concentraciones altas de fostafo (Martin, 2004), los promotores de
dichos genes no presentan cajas PHO en ninguno de los casos hasta ahora estudiados, lo que
parece indicar una regulacién indirecta (Santos-Beneit et al., 2009).

El perfil regulador ejercido por PhoP rompe la visién tradicional de un modelo de
regulacion piramidal y escalonada, puesto que éste participa de un entramado de regulaciéon
complejo donde surgen interacciones con otros reguladores globales y otras rutas
metabdlicas. Existe una regulacion cruzada de PhoP con el regulador AfsR (ver apartado
anterior), ya que ambos se unen a la region promotora del también regulador afsS activando
su expresion, tras lo cual son activados varios reguladores especificos de ruta de biosintesis
de metabolitos secundarios. Por otro lado, AfsR se une al promotor de phoP y pstS (Santos-
Beneit et al., 2009). Otro tipo de regulacion cruzada ejercida por PhoP afecta a la ruta de
asimilacién de nitrégeno, ya que PhoP se une a los promotores de varios genes implicados en
el metabolismo del nitrogéno (como gInR, glnA, ginll y amtB), no siendo esta regulacion
cruzada reciproca, ya que GInR no se une a los promotores del regulon pho (Rodriguez-
Garcia et al. 2009; Sola-Landa et al., 2013). Por su parte, AfsR también regula la expresiéon de

gInR mediante unién directa a su promotor (Santos-Beneit et al., 2012) (Figura 1.16).
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Figura 1.16. Regulacién ejercida por PhoP, GInR, AfsR y GInRII sobre los principales genes implicados en el
metabolismo del fosfato y del nitrégeno. Las flechas de linea continua indican induccién, mientras que las lineas
discontinuas y extremos romos indican represion. Las flechas de linea discontinua indican traduccién de los
genes reguladores. Fuente: Imagen tomada y modificada de Martin et al. (2011) y Santos-Beneit et al. (2012).

1.3.2.2. Reguladores especificos de ruta.

Aunque se creia que el sistema de dos componentes era el principal modo de
transduccion de sefiales en procariotas, los andlisis informéticos de més de 1123 genomas
indican que la mayoria de los sistemas de transduccién de sefial (66 %) consisten en una
Unica proteina que presenta un dominio de entrada “input” y otro de salida “output”, no
estando presentes los dominios fosfotransferasa tipicos de sistemas de dos componentes
(Ulrich y Zhuling, 2010).

Si nos referimos al modelo cldsico de regulacion piramidal, los reguladores especificos
de ruta acttan como “sistemas de un componente” acoplando estimulos quimicos a
respuestas transcripcionales concretas.

Las agrupaciones génicas de biosintesis de metabolitos secundarios presentan
frecuentemente reguladores transcripcionales especificos que ejercen una regulaciéon directa
sobre los genes de biosintesis de la agrupacién génica que regulan. Sin embargo, las
investigaciones de los ultimos afios demuestran que el mecanismo de regulacién del
metabolismo secundario de Streptomyces es mucho mas complejo, y en ocasiones los
reguladores especificos de ruta ejercen un efecto regulador mas alla de su propia agrupacion,
actuando sobre otras agrupaciones (De la Fuente et al., 2002; Huang et al., 2005).

El conocimiento de los mecanismos de regulaciéon ejercidos por los reguladores

especificos de ruta puede ser de gran interés, ya que su manipulaciéon genética podria
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conducir a un incremento del rendimiento del metabolito de interés, ya sea mediante la
sobreexpresion de un regulador positivo o la inactivacion de un regulador con efecto
represor (Chen et al., 2010; Olano et al., 2008).

Los reguladores especificos de ruta se clasifican en distintas familias. A continuacién se

describen las familias de reguladores mas relevantes para el desarrollo de nuestro trabajo.

1.3.2.2.1. Familia de reguladores SARP

Un gran namero de los genes reguladores especificos de ruta pertenecen a la familia
SARP (del inglés “Streptomyces Antibiotic Regulatory Proteins”). Los miembros de esta
familia son activadores transcripcionales y presentan de forma caracteristica un dominio de
unién a ADN tipo Hélice-vuelta-Hélice (HTH) alado (en inglés “winged Hélix-Turn-Helix”)
cercano al extremo N-terminal tipico de las proteinas de la familia OmpR (Wietzorrek y Bibb,
1997).

Estudios de interaccion entre los reguladores tipo SARP y los genes diana identifican
secuencias de reconocimiento consistentes en repeticiones directas heptaméricas (5'-
TCGAGXX-3') situadas corriente arriba de la region -10 de los promotores con los que
interactian (Arias et al., 1999; Lombo et al., 1999; Sheldon et al., 2002; Wietzorrek y Bibb,
1997).

Los representantes mejor conocidos de la familia SARP son los reguladores especificos
de ruta Actll-ORF4, CdaR y RedD, que controlan la biosintesis de actinorrodina, CDA (del
inglés “calcium-dependent-antibiotic”) y undecilprodigiocina, respectivamente, en S.
coelicolor (Ferndndez-Moreno et al., 1991; Takano et al., 1992); Dnrl, que regula la sintesis de
daunorubicina en Streptomyces peucetius (Sheldon et al., 2002); CcaR, que controla la
produccién de é&cido clavuldnico y cefamicina C en Streptomyces clavuligerus (Pérez-Llanera
et al., 1997); y TylS, que regula la biosintesis de tilosina en Streptomyces fradiae (Cundliffe,
2008), entre otros. Sin embargo, la familia de reguladores SARP no incluye exclusivamente
reguladores de ruta, ya que el regulador pleiotrépico AfsR de S. coelicolor también presenta
un dominio tipo SARP en el extremo N-terminal, aunque en este caso su estructura presenta
adicionalmente un dominio ATPasa central y un dominio de repeticiéon de tetratricopéptidos
en su extremo C-terminal (Tanaka et al., 2007).

La delecion de los genes que codifican reguladores SARP se traduce en una disminucién
o eliminacioén total de la formaciéon del metabolito secundario que regulan, capacidad que es
recuperada mediante complementacion con el gen silvestre. Por ello, la manipulacion
genética de estos genes presenta gran interés ya que puede conducir a un aumento de la

producciéon de compuestos con interés comercial en fermentaciones industrial.



1.3.2.2.2. Familia de reguladores LuUxR

Los reguladores de la familia LuxR se caracterizan por presentar un dominio HTH
denominado LuxR en la regiéon Carboxilo terminal, mediante el cual se unen al ADN
ejerciendo su actividad reguladora (Choi y Greenberg, 1992). Esta familia de reguladores,
descrita inicialmente en la bacteria simbionte Vibrio fischeri, estd ampliamente caracterizada
por su implicaciéon en el fenémeno quorum-sensing (QS), mecanismo que permite la
comunicacion intercelular bacteriana mediante la liberacion de una molécula sefial o
autoinductor. Cuando la poblacion de V. fischeri alcanza un “quorum” (densidad celular), la
bacteria responde al autoinductor N-acil homoserina lactona, sintetizado por LuxI (otro
componente esencial del QS), sincronizando el comportamiento poblacional a través del
regulador LuxR que activa la transcripciéon de los genes del operén lux, emitiendo la bacteria
luminiscencia (Fuqua et al., 1994). Las proteinas tipo LuxR relacionadas con el QS presentan
en su estructura una regién sensora y/o de unién a la molécula sefial en el extremo N-
terminal, ademaés del ya mencionado motivo HTH en el extremo C-terminal.

Ademas de en la produccion de luminiscencia, las proteinas homoélogas LuxR/LuxI de
otras especies de bacterias Gram negativas participan en la regulaciéon de funciones variadas
como la sintesis de exoenzimas, produccién de factores de virulencia, transferencia de
plasmidos, produccién de antibiéticos o formacién de biofilms, entre otras (Bassler, 2002;
Duerkop et al., 2009; Swift et al., 1999; Wilkinson et al., 2002). En los tltimos afios ha cobrado
gran interés el papel regulador de las proteinas tipo LuxR en respuesta a moléculas
producidas por otras especies bacterianas e incluso organismos eucariotas (plantas), aunque
este tipo de reguladores LuxR no responden a la sefializacion producida por LuxI y por tanto
se les denomina LuxR huérfano o tipo “solo” (Gonzédlez y Venturi, 2013; Subramoni y
Venturi, 2009).

En cuanto a las bacterias Gram positivas, las proteinas tipo LuxR presentan dos
peculiaridades: 1) no ha sido caracterizada ninguna proteina LuxI en el filo Actinobacteria,
de modo que las bacterias del género Streptomyces no responden a N-acilhomoserina lactona
como molécula de sefalizacién, y por ello los reguladores tipo LuxR se consideran huérfanos
0 “solos”; 2) es frecuente que los reguladores tipo LuxR presenten dominios adicionales al
dominio HTH. En este sentido Santos et al. (2012) analizaron 991 proteinas que presentan un
dominio LuxR en un total de 53 genomas de especies de actinobacterias y determinaron que
un 59% de las proteinas presentaban un dominio adicional. Por ello, la familia de

reguladores LuxR en actinobacterias se puede clasificar en dos grandes subfamilias: una que
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se parece a los reguladores transcripcionales clasicos de las Gram negativas, los cuales
presentan un dnico dominio LuxR y probablemente constituyen reguladores
transcripcionales de un componente, y otra subfamilia que engloba a las proteinas con un
dominio LuxR en el extremo C-terminal y un dominio receptor (REC, del inglés “receiver
domain”) en el extremo N-terminal, que probablemente actia como en los reguladores de
respuesta de los sistemas de dos componentes tipico de bacterias Gram positivas. Un tercer
grupo minoritario estd formado por proteinas que presentan un dominio LuxR junto con
algtn dominio de transduccion de sefial, distinto de REC, dando lugar a proteinas
multidominio que pueden formar parte de sistemas de dos componentes relacionados con el
QS, aunque no se descartan funciones adicionales o complementarias (Santos et al., 2012).
Esta diversidad estructural también se refleja en las especies de Streptomyces analizadas:
S. avermitilis presenta 32 proteinas con un dominio LuxR asociado a un dominio REC y 18
proteinas con un dominio LuxR “solo”; S. coelicolor presenta 45 proteinas con un dominio
LuxR asociado a un dominio REC, 24 proteinas con un dominio LuxR solo y 2 proteinas con
dominio LuxR asociado a un dominio AAA (del inglés “ATPases associated with diverse cellular
activities”); y S. griseus subsp. griseus presenta 36 proteinas con un dominio LuxR asociado a
un dominio REC, 11 proteinas con un dominio LuxR solo y una proteina con un dominio
LuxR asociado a un dominio TPR (del inglés “tetratricopeptide repeat domain”) (Santos et al.,

2012).

K/

s Subfamilia de reguladores LAL

En los dltimos afios, la subfamilia de reguladores LAL (del inglés “large ATP-binding
regulators of the LuxR family) ha cobrado gran importancia en el género Streptomyces por su
implicacién en la regulacién de diversos metabolitos secundarios, actuando en la mayoria de
los casos como reguladores especificos de ruta. Los reguladores LAL estan englobados
dentro de la familia de reguladores LuxR, y como todos los miembros de esta familia
presentan un dominio tipo LuxR, caracterizado por un dominio HTH en el extremo C-
terminal. Sin embargo, son los dominios presentes en el extremo N-terminal los que
permiten establecer la subfamilia LAL; estos reguladores se caracterizan por presentar un
dominio de unién ATP/GTP en su extremo N-terminal, identificable por la presencia de los
motivos conservados Walker A y B (Walker et al., 1982), y un tamafio inusualmente grande
(aproximadamente 1000 aa) (De Schrijver y De Mot, 1999).

La subfamila de reguladores LAL ha sido tipificada por el regulador del regulén de la
maltosa de E. coli MalT, implicado en la captaciéon y catabolismo de maltodextrinas

(Débarbouillé et al., 1978). MalT modula los genes del operén mal, actuando como regulador
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transcripcional positivo junto con los inductores maltotriosa y ATP (Raibaud y Richet, 1987).
Respecto al género Streptomyces, en la dltima década han sido identificadas més de tres
decenas de proteinas reguladoras de la subfamilia LAL relacionadas con la sintesis de

metabolitos secundarios (Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Lista de proteinas reguladoras de la familia LAL identificadas en bibliografia y bases de datos
implicadas en le biosintesis de metabolitos secundarios producidos por especies del género Streptomyces.

Especie Proteina Agrupacién/Funcién Referencia

S. tsukubaensis FkbN* Biosintesis de tacrolimus Soc;l;novic etal., 2012; Mot al,

S. hygroscopicus NRRL 5491 RapH* Biosintesis de rapamicina Kuscer et al., 2007

S. natalensis PimR* Biosintesis de pimaricina Anton et al., 2004

S. avermitilis AveR* Biosintesis de avermectina (23(;(1)(; et al., 2010; Kitani et al.,

S. lydicus SIgR2, SIgY* Biosintesis estreptolidigina (szo%r;ez etal,, 2012; Olano et al.,

S. hygroscopicus 17997 GdmRI, GdmRIT* Biosintesis de geldanamicina }Klierrfiz’ZZ,l.?g(())ﬁ;O

S. noursei Eg:ghlj ysRIL, Biosintesis de nistatina Sekurova et al., 2004

S. ambofaciens SAMRO0484* Biosintesis estambomicina Laureti et al., 2011

Streptomyces sp. SCSIO1666 TrdH* Biosintesis tirandamicina Mo et al., 2011
Biosintesis de actinorrodina.

S. coelicolor SCO0877,SC0O7173* | Modulador sistema de dos Guerra et al., 2012
componentes PhoR-PhoP.

S. venezuelae PikD* Biosintesis de picromicina Wilson et al., 2001

Streptomyces sp. CK4412 TmcN* Biosintesis de tautomicetina | Hur et al., 2008

Streptomyces sp. CS40 CImR2* Colismicina A Vior et al., 2014

S. hygroscopicus var. ascomyceticus FkbN Biosintesis de FK520 Wu et al., 2000

S. hygroscopicus Orf6 Agrupacién PKS tipo I Yadav et al., 2003

S. aizunensis Orf30 Biosintesis de ECO-02301 McAlpine et al., 2005

S. hygroscopicus AM 3672 HbmRII, HbmRI Biosintesis de herbimicina Rascher et al., 2005

S. avermitilis OImRII, OlmRI Biosintesis de oligomicina Guo etal., 2010

S. albus SalRI, SalRII Biosintesis de salinomicina Knirschova et al., 2007

S. nanchangensis MeiR Biosintesis de meilingmicina | Sun et al., 2003

S. cinnamonensis MonH Biosintesis de monensina Oliynyk et al., 2003

S. neyagawaensis Orf3 Biosintesis concanamicina Haydock et al., 2005

S. nodosus AmphRI, AmphRII Biosintesis anfotericina Cardomy et al., 2004

S. carzinostaticus Orf2 Biosintesis de neocarcilina Otsuka et al., 2004

S. platensis Mer-11107 PIdR Biosintesis pladienolido Machida et al., 2008

S. griseus Sgr6177 Agrupacién PKS tipol Ohnishi et al., 2008

Streptomyces sp. BecH Biosintesis de BE-14106 Jorgensen et al., 2009

Streptomyces sp. 307-9 TamH Biosintesis de tirandamicina | Carlson et al., 2010

Streptomyces sp. FR-008 Ezzgi} FscRILL, FR-008/candicidina Chen et al., 2003

Streptomyces sp. MP39-85 MlaH Biosintesis de ML-449 Jorgersen et al., 2010

S. antibioticus IdmG Biosintesis de indanomicina | Li et al., 2009

S. lasaliensis Lsd8 Biosintesis de lasalocida Migita et al., 2009
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* Reguladores LAL que han sido caracterizados experimentalmente.

Cabe destacar que todos los reguladores LAL caracterizados hasta el momento acttan
como reguladores positivos de la biosintesis del metabolito secundario que modulan. Como
casos especiales estdn los reguladores SCO0877 y SCO7173 de S. coelicolor, que aunque
afectan positivamente a la sintesis de actinorrodina también ejercen una regulacién negativa
sobre los genes phoR-phoP, que median la respuesta frente a la escasez de fosfato (Guerra et
al., 2012).0tro caso particular lo representa el regulador especifico de ruta AveR de S.
avermitilis, el cual regula positivamente la produccién de avermectina y simultdneamente
afecta negativamente a la biosintesis de oligomicina, constituyendo un claro ejemplo de la
complejidad y versatilidad del mecanismo regulador del metabolismo secundario de
Streptomyces, donde a diferencia de lo que se creia inicialmente, un regulador especifico de
ruta puede actuar sobre otras agrupaciones (Guo et al., 2010).

En los ultimos afios, la disponibilidad de la secuencia de genomas completos ha
permitido identificar reguladores LAL en agrupaciones génicas cripticas cuyos productos
metabdlicos permanecen desconocidos. La expresiéon constitutiva de estos reguladores
especificos de ruta constituye una estrategia eficaz para el descubrimiento de nuevos
compuestos naturales de interés industrial. Esta estrategia ha sido empleada para obtener el
metabolito criptico estambomicina en Streptomyces ambofaciens, compuesto con actividad

antiproliferativa frente a lineas celulares cancerigenas humanas (Laureti et al., 2011).

1.3.2.2.3. Familiade reguladores TetR

La familia de reguladores transcripcionales TetR (TFRs, del inglés “TetR family
transcriptional regulators”) constituye uno de los grupos mas grandes de factores
transcripcionales de un componente, estando ampliamente distribuido entre bacterias y
arqueas (Ramos et al., 2005).

Los TFRs presentan un dominio conservado de unién a ADN tipo HTH en el extremo N-
terminal (Ramos et al., 2005). Sin embargo, los dominios presentes en el extremo C-terminal,
los cuales interaccionan en la mayoria de los casos con ligandos, son altamente variables, lo
que sugiere que esta familia de reguladores puede responder a un amplio rango de
estimulos.

La mayoria de los TFRs regulan genes que codifican bombas de expulsiéon que confieren
resistencia a antibioticos. Entre ellos estan TetR, presente en el transposén Tn10 que exporta
tetraciclina (Hillen y Berens, 1994); ActR en S. coelicolor, que confiere resistencia a
actinorrodina (Tahlan et al., 2007); AcrR en Escherichia coli (Mo et al., 1996) y NfxB en

Pseudomonas aeruginosa, que confieren resistencia a varios antibiéticos, entre otros (Poole et



al., 1996). Sin embargo, los TFRs también estdn implicados en la regulaciéon de otros procesos
fisiolégicos, incluyendo la biosintesis de antibidticos (Uguru et al., 2005; Guo et al., 2013), la
produccién de toxinas (MacEachran et al., 2008), el quorum-sensing y el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (Krug et al., 2005).

TetR, la proteina modelo de esta familia, es el represor de tetA, que codifica una bomba
de expulsion de tetraciclina. El gen tefR presenta orientacion divergente al gen tetA, y la
region intergénica contiene dos secuencias operadoras palindromicas de 15 pb, a las que se
une un dimero TetR reprimiendo la transcripcion de ambos genes. La unién de la
tetraciclina a TetR, provoca la liberaciéon del regulador, activandose la expresién de tetA,
confiriendo asi resistencia (McMurry et al., 1980; Meier et al., 1988).

Al igual que TetR, la mayoria de las proteinas pertenecientes a familia de reguladores
transcripcionales TetR acttian como represores de la transcripcién, aunque también ha sido
descrito un pequefio nimero de activadores (Christen et al., 2006; Hirano et al., 2008; Uguru

et al., 2005) y alguna proteina con actividad dual represor/activador (Pompeani et al., 2008).

1.3.2.2.4. Familiade reguladores LysR

La familia de reguladores transcripcionales tipo LysR (LTTR, del inglés “LysR-type
transcriptional regulator family”) estd presente de manera ubicua en bacterias, aunque
también han sido identificados ortélogos funcionales en arqueas y eucariotas (Pérez-Rueda
y Collado-Vides, 2001; Sun y Klein, 2004). La familia de LTTR esta tipificada por el
regulador LysR de E. coli, que actia como activador transcripcional del gen lysA, el cual
codifica una diaminopimelato descarboxilasa, enzima que cataliza la descarboxilacién de
diaminopimelato liberando lisina. El gen lysR se transcribe cuando la proteina LysR se
disocia de su propio promotor, y una vez transcrito, LysR se une a la region promotora del
gen lysA, activando su transcripcion (Stragier et al., 1983).

La familia LTTR constituye la mayor familia de proteinas de unién a ADN en
procariotas. A pesar de su gran tamafio y de la gran diversidad de los genes que regulan, los
miembros de esta familia presentan un dominio HTH de unién a ADN altamente conservado
en el extremo N-terminal. De manera opuesta, el dominio de unién de moléculas cofactoras
del extremo C-terminal presenta un bajo grado de conservaciéon de secuencia (Maddocks y
Oyston, 2008). Aunque inicialmente los reguladores de la familia LysR fueron descritos
como activadores transcripcionales, han sido caracterizados tanto represores como
reguladores duales activadores/represores (Maddocks y Oyston, 2008). Un ejemplo de

regulador dual es el factor transcripcional ClaR de S. clavuligerus, el cual tiene un efecto


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=P%C3%A9rez-Rueda%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11523004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Collado-Vides%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11523004

Introduccion

positivo sobre la sintesis de acido clavuldnico y un efecto negativo sobre la biosintesis de

cefamicina C (Pérez-Redondo et al., 1998).
1.4. Objetivos

Dada la importancia industrial y terapéutica del inmunosupresor tacrolimus, y debido a

que al inicio de este trabajo no se disponia de la secuencia de la agrupacién génica de

biosintesis de tacrolimus al completo junto con el escaso conocimiento existente acerca de los

mecanismos que regulan la produccién del inmunosupresor, se plantearon los siguientes

objetivos:

1.

Secuenciacién y andlisis bioinformatico de la agrupacion génica de biosintesis de
tacrolimus en Streptomyces tacrolimicus.

Secuenciacién y anélisis bioinformatico de la agrupacién génica de biosintesis de
tacrolimus en Streptomyces tsukubaensis.

Construccion de mutantes de S. tacrolimicus con los genes reguladores
delecionados y/ o sobrexpresados.

Andlisis funcional de los mutantes obtenidos en los posibles genes reguladores
de ruta de la biosintesis de tacrolimus en S. tacrolimicus.

Andlisis transcripcional mediante qRT-PCR en las cepas mutadas en los genes

reguladores de la produccion de tacrolimus en S. tacrolimicus.
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2.1. Microorganismos utilizados

2.1.1. Cepas de Escherichia coli

E. coli DH5a (Hanahan, 1983). Cepa utilizada habitualmente en experimentos de

transformaciéon y amplificacion de ADN plasmidico, debido a la alta eficiencia de
transformacion de sus células competentes (hasta 5 x 108 transformantes/pg de ADN
plasmidico) y su baja tasa de recombinacién. Posee una delecion en el gen lacZ del operén
lac, lo que permite seleccionar aquellos transformantes portadores de cualquier plasmido
capaz de realizar la a-complementacion de dicha mutaciéon, como pBluescript®
(Stratagene) o pUC19 (New England Biolabs), por ejemplo.
Genotipo: F, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, (rk—mk+), supE44, relAl, A-, (980d
lacZAM15), A(lacZY A-argF), U169.

E. coli BW25113/pI]790 (Datsenko y Wanner, 2000). Cepa utilizada en la tecnologia

REDIRECT®. El plasmido pIJ790 contiene la funcién A RED (gam, bet, exo), la cual incrementa
la tasa de recombinaciéon utilizando ADN lineal; el gen de resistencia a cloranfenicol, que
permite la selecciéon de cepas transformadas con derivados del SuperCos1 (contiene los
genes de resistencia a apramicina y a kanamicina); y un origen de replicacién sensible a la
temperatura (requiere 30 °C para la replicacion).
Genotipo: lacld, rrnBris, AlacZwne, hsdR514, AaraBAD anss, ArhaBADLpys.

E. coli ET12567/pUZ8002 (MacNeil et al., 1992). Cepa donadora en el proceso de

conjugaciéon con especies del género Streptomyces. Carece de un sistema de metilacion
funcional (dam-, dcm-, hsd) por lo que el material genético que se transfiere no es metilado y
por lo tanto no es degradado por el potente sistema de restriccién sensible a la metilacion de
algunas especies de Streptomyces. El plasmido no movilizable pUZ8002 (Sia et al., 1996; Paget
et al.,, 1999) contiene las funciones necesarias para que se produzca la transferencia de
vectores que contengan el origen de transferencia oriT. Se cultiva en presencia de
cloranfenicol (25 pg/ml) para mantener la mutacién dam- y kanamicina (50 pg/ml) para
mantener el pldasmido pUZ8002.

Genotipo: dam-13:Tn9, dem-6, hsdM, hsdR, recF143, zjj201:Tn10, galK2, galT22, aral4, lacY1,

xy15, leuB6, thil, tonA31, rpsL136, hisG4, tsx78, mtli glnV44, F-.

E. coli XL1-Blue (Bullock et al., 1987). Cepa deficiente para la recombinacién, necesaria

para mantener la estabilidad de las construcciones que porta. La mutaciéon hsdR evita la
digestion del ADN clonado por el sistema de endonucleasas EcoK de E. coli. Cepa utilizada

como hospedadora de las genotecas construidas en SuperCos 1.



“ Materiales y Métodos

Genotipo: recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac [F” proAB lacliZAM15 Tn10
(Tetr)].

2.1.2. Cepas pertenecientes al género Streptomyces

Streptomyces tacrolimicus [antiguamente Streptomyces sp. ATCC 550987 (MA 6858)]

(Martinez-Castro et al., 2010; Dumont et al., 1992). Cepa tipo de la especie S. tacrolimicus
aislada por la compaiiia farmacéutica Merck & Co., Inc. (EEUU) descrita como productora
del inmunosupresor tacrolimus. Procedente de la colecciéon americana de cultivos tipo
ATCC.

Streptomyces tsukubaensis 9993 (NRRL 18488) (Kino et al., 1987). Cepa silvestre aislada

por la compafia Fujisawa Pharmaceutical Co., LTD. (Japoén). Fue la primera especie de
Streptomyces definida como productora de tacrolimus. Ademads, también produce un
compuesto de estructura y funcién similar conocido como ascomicina. Dicha especie ha sido

obtenida de la coleccién americana de cultivos tipo ARS o NRRL.

2.1.3. Otros microorganismos
Saccharomyces cerevisiae TB23 (Arndt et al., 1999; Breuder et al., 1994). Cepa de

S. cerevisiae sensible a tacrolimus (FK506) y ciclosporina (CsA) utilizada en la deteccion de
tacrolimus mediante el método de bioensayo. Dicha cepa fue cedida por el Dr. ]. Heitman del
Departamento de Genética, Farmacologia y Biologia del Cancer del Centro Médico
Universitario Duke de Durham (EEUU).
Genotipo: MATa p°, ilv5, ura3, feu2, hisG (CsAS FK5069).

Candida utilis CECT 1061. Cepa empleada para la deteccién de la actividad antiftingica

mediante bioensayo de los compuestos extraidos con acetato de etilo tras la fermentacion.

2.1.4. Crecimiento y conservacion de los microorganismos
% Crecimiento

Crecimiento de E. coli. El crecimiento en medio sélido se llevé a cabo en medio LA a

37°C. Los cultivos en medio liquido se realizaron en medio LB, a 37 °C, en matraces lisos y
con agitacion orbital a 250 rpm.

Crecimiento de Streptomyces spp. El crecimiento rapido en medio sélido se realizé en

TSA mientras que los cultivos para la recolecciéon de esporas se realizaron en TBO a 28 °C. El
crecimiento de Streptomyces en medio liquido se llev6 a cabo en YEME a 30 °C o BASAm a
28°C y con agitacion orbital a 220 rpm, empleandose en todos los casos matraces indentados,
con el fin de mejorar la oxigenacion del cultivo. La fermentacién en medio sélido se realiz6

en medio FKAm.


http://www.msd.es/
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Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae TB23. El crecimiento en medio sélido se llevé

a cabo en medio YPD a 37°C. Los cultivos en medio liquido se realizaron en medio YPD, a 37
°C, en matraces lisos y con agitacién orbital a 250 rpm.

Crecimiento de C. utilis. El crecimiento se llevé a cabo a 30 °C en medio liquido YED.

#* Conservacion

Conservacion de E. coli. La preservacion de las cepas se llevd a cabo mediante

congelacioén en glicerol al 20% (v/v), a-20 °C o a-80 °C.

Conservacion de Streptomyces spp. La conservaciéon a medio plazo se realiz6 en placas

de medio sélido, protegidas con Parafilm®. La conservacion durante largos periodos de

tiempo se hizo mediante congelacion de las esporas en glicerol al 20 % (v/v) a-80 %.

* Protocolo:

#¥ Sembrar esporas o micelio en placas de TBO e incubar a 28 °C durante 10-15 dias.

#¥ Verter sobre el cultivo 3 ml de glicerol (20 %) y raspar la superficie con un bastoncillo de

algodon estéril, de manera que las esporas se desprendan.

#¥ Recoger la solucién de esporas y repetir el proceso hasta que se hayan recolectado la mayor
parte de las esporas.

¢+ Agitar la soluciéon de esporas vigorosamente (vortex) y filtrar a través de una punta de
micropipeta de 5 ml obturada con un poco de algodén hidréfilo estéril.

#¥ Centrifugar la solucién a 4 °C, durante 10 minutos a 3500 g y retirar el sobrenadante.

Resuspender el precipitado de esporas en glicerol al 20 %. Conservar a -80 °C.

Conservacion de S. cerevisiae. La conservacion de esta cepa se realizé6 mediante siembra

periddica en placas en medio sélido YPD, las cuales se mantuvieron a 4 °C.

Conservacion de C. utilis. La preservacion de esta cepa se realiz6 en forma de cultivo

crecido almacenado a 4 °C.

2.2. Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo que se utilizaron en este trabajo se esterilizaron en
autoclave a 121 °C, durante 20 minutos. La esterilizacién de soluciones por filtraciéon se llevo
a cabo mediante filtros estériles de 0,22 pm de didmetro de poro (Millipore). Para la
obtencién de los medios sélidos, salvo que se indique lo contrario, se afiadié un 2 % (p/v) de
agar a la composicién particular de cada medio. A continuacion se detallan las cantidades
necesarias para la preparaciéon de un litro de medio. Todos los medios se prepararon en agua

destilada.
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2.2.1. Medios de cultivo para E. coli
LB (Luria-Bertani) (Miller, 1972). Medio utilizado tanto sélido como liquido para el

cultivo de E. coli.

Triptona 10g
Extracto de levadura 5g
NaCl 10g

Ajustar el pHa 7,3 con NaOH 1 N.

SOB (Hanahan, 1983) y SOC. Medios liquidos utilizados para la obtenciéon de células

competentes de alta eficiencia de E. coli. Composicién medio SOB:

Triptona 20g
Extracto de levadura 5g
NacCl 05¢g

Tras disolver estos componentes, afiadir 10 ml de KCl 250 mM. Ajustar el pH a 7,0 con KOH 5 M y afadir agua
destilada hasta 1 litro. Después de esterilizar, afiadir 5 ml de MgCl» 2 M esterilizado por filtracion. Al afiadir a

dicho medio glucosa al 50 % (88 ml) se denomina medio SOC.

2.2.2. Medios de cultivo para Streptomyces spp.

TSB (Sambrook y Russell, 2001). Medio utilizado tanto sélido como liquido para el

crecimiento rdpido de cepas de Streptomyces.

Peptona de caseina 17 g
NaCl 5g
Peptona de soja 3g
K>HPO,4 25¢g
Glucosa 25¢g

Ajustar el pH a 7,3. Para su utilizacion como medio sélido (TSA) afiadir 20 g/I de agar.

TBO (Higgens et al., 1974). Medio solido utilizado para la esporulacion de S. tacrolimicus.

Pasta de tomate 20g
Copos de avena 20¢g
Agar 25¢g

Ajustar el pH a 6,5 con NaOH 1N.
MS (Hobbs et al., 1989). Medio sélido utilizado para la conjugacién intergenérica de

Streptomyces con células de E. coli.

Manitol 20g
Harina de soja 20g
Agar 20¢g
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ISP4 (Difco™) (Shirling y Gottlieb, 1966). Medio solido comercial utilizado para la

esporulacion de S. tsukubaensis.

Almidén soluble
Na;HPO,
MgSO4

NaC(l

(NH4)2S04
CaCOs

Agar

Elementos traza:
FeS04 7H20
MnCl, 4H,O
ZnSO4 7HO

1mg
1mg
1mg

El medio viene preparado de manera que solo es necesaria la disolucién de 37 g de mezcla sélida en 1 litro de

agua destilada. El pH queda comprendido en un intervalo de 7,2 £0,2.

FKAm. Medio FKA (Dumont et al., 1992) modificado (Martinez-Castro, 2011) utilizado

para las fermentaciones de S. tacrolimicus.

Almidén (Difco) 45¢g
Liquido de maceracién del maiz (Sigma) 10g
Levadura seca (Sensient) 10g
MOPS 10g
CaCOs lg

YEME (Chater et al, 1992). Medio empleado para el crecimiento rutinario de

Streptomyces en medio liquido.

Extracto de levadura

Peptona

Extracto de malta
Glucosa

Glicina

MgCl,

5g
05¢g

2xTY (Sambrook y Russell, 2001). Medio utilizado para la conjugacion de S. tacrolimicus

con E. coli, para la germinacion de las esporas de Streptomyces mediante choque térmico.

Ajustar el pHa 7,2 con NaOH 1 N.

Triptona

Extracto de levadura

NaCl

16¢g
10g
85 mM
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BASAm. Medio BASA (Dumont et al.,, 1992) modificado (Martinez-Castro, 2011)

utilizado para el crecimiento rapido de Streptomyces, y también para el preinéculo de alguno

de los medios de produccién de tacrolimus.

Extracto de levadura
Mezcla de peptonas*
KNO;

NacCl

MgSO4 7HO
Elementos traza:
MnSO4 -H20

ZnS0O4 7H20
CaC12 2H20

20¢g
20g

2g
05¢g
05¢g

5mg
10 mg
20 mg

Ajustar el pHa 7,0 con NaOH 1 N.

Tras autoclavar afadir al medio las siguientes soluciones esterilizadas por filtracion: 40 ml de glucosa al 50 % p/v

y 1 ml FeSO4 7H>O al 2,5 % p/v.

*Composicién de mezcla de peptonas: 25 % extracto de caldo de carne, 25 % extracto de levadura, 25 % peptona

de carne, 12,5 % peptona de caseina, 12,5 % NaCL

2.2.3. Otros medios de cultivo

YPD (Lodder, 1970). Medio utilizado para el crecimiento de S. cerevisine TB23, tanto

liquido como sélido.

Glucosa

Extracto de levadura

Peptona bacteriana

20¢g
10g
20¢g

YED (Gil et al., 1985). Empleado para el crecimiento de C. utilis. Su formulacién sélida se

empled en los bioensayos para detectar la actividad antifangica de los compuestos extraidos

con acetato de etilo a partir de cultivos de S. tacrolimicus.

Extracto de levadura

Glucosa

10g
10g

El pH se ajusta a 7,0 con NaOH.
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2.2.4. Aditivos empleados en los medios de cultivo

En ocasiones, fue necesario afiadir antibiéticos y otros compuestos a los medios de
cultivos. Los aditivos fueron utilizados siguiendo las instrucciones de Sambrock y Russell
(2001).

Las soluciones concentradas (“stocks”) disueltas en agua se esterilizaron por filtraciéon a
través de filtros estériles de 0,22 pm de didmetro de poro (Millipore). Los antibitticos
disueltos en solventes organicos no necesitan ser esterilizados. Todas estas disoluciones se
conservaron a -20°C. En la Tabla 2.1 se detalla la concentracién utilizada segun el
microorganismo y el tipo de medio.

Tabla 2.1. Concentracion de las soluciones de aditivos utilizados para la seleccion de
transformantes y concentracion final de uso tanto en medio sélido como en liquido.

. . Concentracion final
Aditivo Concentracion inicial ]
Streptomyces sp. E. coli
Acido nalidixico (Nal) 25 mg/ml en NaOH 1IN 25 pg/ml -
Ampicilina (Amp) 200 mg/ml en agua destilada - 100 pg/ml
Apramicina (Apr) 100 mg/ml en agua destilada 50 pg/ml 50 pg/ml
Cloranfenicol (Cm) 50 mg/ml en etanol absoluto - 25 pg/ml
Kanamicina (Kn) 100 mg/ml en agua destilada 50 pg/ml 50 ug/ml
Tioestreptona (Tio) 50 mg/ml en DMSO 25 pg/ml -
(dimetilsulfoxido)
IPTG (1-isopropil-B-D- 100 mM en agua destilada - 0,05 mM
galactopirandsido)
X-Gal (5-bromo-4-cloro-3- 20 mg/ml en dimetilformamida - 40 pg/ml
indolil-B-D-galactopirandsido)

2.3. Vectores plasmidicos

2.3.1. Plasmidos de E. coli

pUC19 (Yanisch-Perron et al., 1985). Es un plasmido multicopia derivado del plasmido
pBR322 y con el origen de replicaciéon colE1 de E. coli. Con un tamafio de 2.686 pb, este
plasmido contiene dos marcadores de seleccién: un gen de resistencia a ampicilina (Ampk)
llamado bla y una parte del gen lacZ que codifica el fragmento amino terminal (146
aminodcidos) de la [-galactosidasa, lo que posibilita la complementacién de la delecién
lacZAM15 presente en las cepas de E. coli que se transforman de manera habitual con este
plasmido, como E. coli DH5a. De este modo, las células de E. coli que contengan el plasmido,
en presencia de IPTG (ya que lacZ se expresa bajo control de un promotor inducible por

IPTG) seran capaces de metabolizar el X-Gal (un andlogo del sustrato natural de la (-
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galactosidasa, la lactosa), dando lugar a un compuesto azul que tefiird las colonias. El sitio de
clonaciéon mdltiple (MCS) existente en el plasmido contienen 11 sitios Gnicos de restriccion y
estd situado al inicio del gen lacZ, de tal modo que la clonacién de un fragmento de ADN
provoca la interrupcién del gen lacZ imposibilitando la complementacién y provocando que
la colonia sea de color blanco. Este vector se emple6 de manera sistemaética para la clonacién
de fragmentos de ADN.

pBluescript® KS (Agilent Technologies Genomics). Fagémido comercial (plasmido con

origen de replicacion del fago f1) derivado del plasmido pUC19. Incluye en su secuencia un
gen de resistencia a ampicilina y permite la seleccion por color. Presenta un policonector con
21 sitios tinicos para enzimas de restriccion. En la orientacién KS, el sitio de restriccion Kpnl
es el més cercano al promotor de lacZ. Contiene 454 pb de la region intergénica del fago f1

que incluye el origen de replicacion.

pGEM-T Easy (Promega): Vector comercial de 3 kb para la clonacién de productos de

PCR. Este vector se suministra digerido con EcoRV y con una timina en cada extremo 3’, de
tal forma que los productos de PCR generados con determinadas ADN polimerasas, que
afiaden una desoxiadenosina en los extremos 3’ de los fragmentos amplificados, tienen una
elevada compatibilidad para ligar con el vector. Presenta también el origen de replicacion
colE1 y un gen de resistencia a ampicilina. Contiene los promotores de la ARN polimerasa
SP6 y T7 flanqueando el MCS dentro de la regioén codificante de la enzima Pgalactosidasa, lo

que permite la seleccion por color.

SuperCos 1 (Agilent Technologies Genomics): Césmido (7,9 kb) (Evans et al., 1989) que
se caracteriza por contener: a) secuencias promotoras de los bacteriéfagos T3 y T7
flanqueando un sitio tnico de clonacién (BamHI); b) sitios cos que permiten la insercion de
fragmentos de ADN de un tamafio determinado (30-42 kb); c) sitios tnicos de restriccion
Notl, Sacll y Sfil flanqueando el sitio de clonacién que permiten extraer el ADN inserto y d)
genes que permiten la amplificacién y expresion de los cosmidos recombinantes en células
eucariotas. Presenta el origen de replicacion en E. coli colE1 y genes de resistencia a

ampicilina y a kanamicina.

plI773. Vector de 4,3 kb derivado del pBluescript que contiene el casete aac(3)IV-oriT
(gen de resistencia a apramicina y el origen de transferencia oriT) que sustituye al gen de

interés cuando se lleva a cabo la deleciéon mediante REDIRECT® (Gust et al., 2002).
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2.3.2. Pladsmidos de Streptomyces spp.

PAMBI (Botas, 2013). Vector (7,8 kb) replicativo conjugativo derivado de pIJ699 (Kieser
y Melton, 1988) y de pl]J773. Este vector esta constituido por un fragmento de 3,5 kb
procedente de pIJ699 que contiene un terminador, genes de replicacion (rep) y el origen de
replicacion en Streptomyces plJ101. Contiene también el pladsmido completo plJ773 que
incorpora el origen de transferencia oriT para su transferencia por conjugacion, ademds de
los genes de resistencia a apramicina y a ampicilina, asi como el origen de replicacién colE1

para E. coli.

2.4. Productos de biologia molecular

2.4.1. Enzimas

Las enzimas de restriccion mencionadas en esta memoria fueron suministradas por las
casas comerciales New England BioLabs, MBI Fermentas y Takara. Otro tipo de enzimas
utilizadas fueron: Fragmento Klenow de la ADN polimerasal de E. coli (Roche); ADN
polimerasa del fago T4 (Fermentas); ligasa del fago T4 (Roche), fosfatasa (Antarctic
Phosphatase-BioLabs); lisozima (Fluka Chemical & Biochemical Co); Tag ADN polimerasa
(Takara), Go Tag™ ADN polimerasa (Promega); Phusion® ADN polimerasa de alta fidelidad
(New England Biolabs), DNasa I (Lyophilized bovine pancreas DNase-Roche grade I).

2.4.2. Marcadores de peso molecular

Los marcadores de peso molecular para ADN utilizados (Figura 2.1) asi como las casas
comerciales en las que se adquirieron han sido:
1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), marcador comercial que presenta bandas desde 1,5 kb a
100 pb. Este marcador se diluye en TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0) a una

concentracion final de 50 ng/pl. Se utilizan 5 pl por gel.

DNA Molecular Weight Marker II, Digoxigenin-labeled (Roche), marcador comercial

marcado con digoxigenina que presenta bandas desde 23 kb a 125 pb (ADN del fago A
digerido con HindIlI). Se utilizan 10 pl por gel.
ADN del fago A digerido con HindIIl, presenta bandas desde 23 kb a 125 pb. Se utilizan 10

pl por gel.
ADN del fago A digerido con Pstl, presenta bandas desde 1175 kb a 247 pb. Se utilizan 10 pl

por gel.
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A) B) C)
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o 2057 —7%0
1159 —600 Figura 2.1. Esquema de los patrones de
~1093 iy peso molecular de ADN en geles de
—805 300 agarosa. Se indica el tamafio de los
514 >64 900 fragmentos en pares de bases. A) ADN
- . .
<468 del fago A digerido con Pstl; B) ADN
448 125 —100 . . .
—ggz del fago A digerido con HindIll; C) 1kb
<247 Plus DNA Ladder (Invitrogen).

2.4.3. Oligonucleotidos

Los oligonucleétidos sintéticos utilizados fueron adquiridos a Sigma-Aldrich® e IDT
(Integrated DNA Technologies) o a Bonsai Technologies en el caso de cebadores necesarios
para la tecnologia REDIRECT®.

Cuando se necesit6 afiadir secuencias de corte para enzimas de restriccién, se siguieron
las recomendaciones presentes en el catdlogo comercial de New England Biolabs Inc. En el

Anexo I se detalla la secuencia de todos los oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

2.4.4. Conjunto de reactivos comerciales
Para el desarrollo de varios experimentos se utilizaron kits comerciales:

GEX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare): Recuperacion de bandas de

ADN a partir de geles de agarosa y purificacion de ADN de soluciones.

OIAEX® II Gel Extraction Kit (Qiagen): Recuperacion de bandas de gran tamafio (a partir
de 5 kb) de ADN a partir de geles de agarosa.

Ilustra™ plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare): Obtenciéon de ADN plasmidico de
E. coli.

OIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen): Obtenciéon de ADN plasmidico de gran tamafio de
E. coli.

Big Dye®Terminator V1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems): Sistema de

secuenciacién mediante PCR.

DIG-High Prime DNA Labeling Kit (Roche Applied Science): Kit utilizado para el marcaje de

las sondas utilizadas en experimentos de Southern blot.
RNeasy® mini (Qiagen). Columnas utilizadas para la extraccion de ARN de Streptomyces a

partir de cultivos en medio sélido.
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2.5. Extraccion de ADN

2.5.1. Aislamiento de ADN plasmidico de E. coli
2.5.1.1. Extraccion a gran escala: Lisis alcalina

Este procedimiento se utilizé para obtener ADN plasmidico a gran escala. El método fue
inicialmente descrito por Birnboim y Doly (1979).

* Protocolo:

#¥ Inocular una colonia aislada en 50 ml de medio TB suplementado con el antibiético de
seleccion adecuado. Cultivar durante 14-16 horas a 37°C y 250 rpm.

¢+ Recoger las células por centrifugaciéon en tubos Falcon durante 15 minutos a 3500 g y 4°C y
eliminar el sobrenadante.

#¥ Resuspender el precipitado en 7,5 ml de TEG. Afadir lisozima a una concentracién de 10
mg/ml. Incubar 5 minutos a T* ambiente.

/¥ Anadir 15 ml de solucién NaOH-SDS fresca. Incubar 10 minutos en hielo, mezclando por
inversién suavemente cada 2 minutos. La mezcla debe ir adquiriendo un aspecto cada vez mas
mucoso.

#¥ Afadir 11,25 ml de solucién de acetato potasico frio y agitar vigorosamente. Mantener 10
minutos en hielo.

#¥ Centrifugar durante 15 minutos a 3500 g y 4 °C. Filtrar el sobrenadante a través de un
algodon hidrdfilo y transferir a un tubo nuevo.

#¥ Anadir 0,6 volimenes de isopropanol. Mezclar por inversién y dejar precipitar 15 minutos
a temperatura ambiente.

¢¥ Centrifugar 15 minutos a 3500 g. Descartar el sobrenadante.

#¥ Lavar el precipitado con 1 ml de etanol 70 % y transferir la muestra a un tubo de 2 ml.
Centrifugar 10 minutos a 16000 g, descartar el sobrenadante y dejar evaporar el etanol.

#¥ Resuspender en 2 ml de agua mQ. Anadir 8 pl de RNasa (10 mg/ml) e incubar 30 minutos a
37°C.

#¥ Extraer con fenol neutro, fenol-CIA y CIA. Precipitar el ADN con 2,5 volimenes de etanol
absoluto y 1/10 de acetato sédico (AcNa) 3 M durante un minimo de 2 horas a -20 °C.

#¥ Centrifugar a 16000 g y 4 °C durante 30 minutos, y lavar con etanol al 70 %. Eliminar el
etanol y dejar secar el precipitado. Resuspender en 500 pl de agua mQ.

* Soluciones:
I Solucion TEG: Tris-HCI25 mM; EDTA 10 mM; pH 8,0; glucosa 50 mM.

I+ Solucion NaOH-SDS: NaOH 0,2 N; SDS (docedil sulfato sédico) 1 %. Esta solucién se prepara justo
antes de usar.

I* Solucion acetato potasico: 60 % acetato potasico 5 M (autoclavado); 11,5 % acido acético glacial y 28,5 %
agua. Conservar a 4 °C.

l* RNasa: resuspender en agua a una concentracion final de 10 mg/ml. Hervir 10 minutos para eliminar
actividad DNasa.

I+ Fenol neutro: Se mezclan por agitacion fuerte 3 vol. de fenol dcido con 1 vol. de Tris-HC1 1M pH 8 y 8-
hidroxiquinoleina (50 mg por cada 100 ml de fenol acido). Se deja reposar hasta que se separan las dos fases,
se elimina la fase acuosa y se guarda a 4 °C.

I CIA: Cloroformo: alcohol isoamilico (24:1, v:v).

b Fenol-CIA: Fenol neutro:CIA (1:1, viv).
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2.5.1.2. Extraccidon a pequefia escala: Minipreparaciones (minipreps)

El método empleado fue basicamente el descrito por Holmes y Quigley (1981) y fue
utilizado para obtener ADN plasmidico de E. coli de forma rdpida. Con este método se
obtienen cantidades de ADN suficientes para el andlisis de plasmidos recombinantes
aislados de transformantes de E. coli.

* Protocolo:

¥ Tomar una colonia con un palillo estéril e inocular un microtubo de 1,5 ml con 1 ml de
medio TB suplementado con el/los antibiéticos necesario/s para el mantenimiento del plasmido.
Incubar durante 12-16 horas.

#¥ Precipitar las células mediante centrifugacién a 16000 ¢ durante 5 minutos. Retirar el
sobrenadante.

#¥ Anadir 350 pl de STET y 10 de lisozima (50 mg/ml) a cada tubo y agitar vigorosamente
durante 30 segundos.

#¥ Hervir las muestras 45 segundos y centrifugar inmediatamente, 10 minutos a 16000 g.
#¥ Retirar el precipitado de restos celulares con un palillo estéril.

¢+ Afadir 600 pl de isopropanol y 45 ul de AcNa 3 M. Mezclar por inversion e incubar 5
minutos a T* ambiente.

#¥ Centrifugar a temperatura ambiente 15 minutos a 16000 g, eliminar el sobrenadante y lavar
con etanol 70 %.

#¥ Eliminar el sobrenadante y dejar secar el precipitado. Resuspender en 30 pl de agua mQ.

* Soluciones:

b  STET: sacarosa 8 %; Triton X-100 0,5 %; EDTA 50 mM; Tris-HCl 10 mM; pH 8,0.
2.5.2. Aislamiento de ADN total de Streptomyces

El método empleado para el aislamiento de ADN total de Streptomyces spp. fue el
llamado “Método de bromuro de cetil-trimetil amonio o CTAB” (Tripathi y Rawal, 1998). El
ADN gendémico asi obtenido se emple6 como molde en reacciones de PCR y para su
digestion mediante enzimas de restriccion, asi como para experimentos de hibridacién de
acidos nucleicos.

* Protocolo:

#¥ Inocular 50 ml de medio YEME mas sacarosa 34 % con esporas de Streptomyces. Incubar con
agitacién orbital intensa (250 rpm) durante 48 horas a 30 °C.

#¥ Recoger el micelio por centrifugacién en un tubo Falcon a 3500 ¢ durante 10 minutos y
retirar el sobrenadante. Si el micelio es dificil de precipitar se puede afiadir un volumen de agua

destilada antes de centrifugar.
#¥ Lavar el micelio precipitado con 25 ml de agua mQ.

#¥ Resuspender el micelio en 10 ml de tampén TE suplementado con lisozima a una
concentraciéon de 1 pg/ml. Incubar a 37 °C durante 30 minutos. Transferir 1,7 ml de la muestra a
un microtubo de 2 ml y afadir 50 pl de SDS 20 % y 50 pl de RNasa (10 mg/ml). Incubar 1 hora a
37 °C, volteando el tubo cada 10 minutos.



http://link.springer.com/search?facet-author=%22G.+Tripathi%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22S.K.+Rawal%22
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#¥ Separar el contenido del microtubo en dos partes iguales y afiadir por microtubo 150 pl de
NaCl 5 My 120 pl de CTAB/NaCl. Incubar 10 minutos a 65 °C.

#¥ Extraer con fenol neutro, dos veces con fenol-CIA y CIA hasta que la interfase quede
limpia.
#¥ Precipitar el ADN con 0,6 volimenes de isopropanol. Agitar suavemente hasta que el

precipitado de ADN sea visible.

¢+ Recoger el “ovillo” de ADN con la punta de una pipeta Pasteur y lavar dos veces con etanol
70 %. Después de cada lavado centrifugar 15 minutos a 16000 g y eliminar el sobrenadante. Dejar
evaporar el etanol.

¢+ Resuspender en 500 pl de agua mQ.

* Soluciones:
b Solucion CTAB/NaCl: NaCl 0,7 M; CTAB 5 %.

2.6. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La electroforesis en geles de agarosa se realiz6 basicamente segtin las descripciones
realizadas por Sambrook y Russell (2001). Se utiliz6 agarosa (Pronadisa) disuelta por
calentamiento en tampén TAE con concentraciones entre 0,5 y 2 % (p/v) dependiendo del
rango de tamafios de los fragmentos de ADN a separar (Tabla 2.2). Se mezclaron las
muestras de ADN con 0,1 volimenes de tampén de carga 10X. Dicho tampén de carga
incluia azul de bromofenol y xilencianol como colorantes, para ayudar en la carga de los
pocillos y para servir de referencia de la movilidad de la muestra durante la electroforesis.

La electroforesis se llevé a cabo en cubetas de metacrilato (Bio-Rad) y a un voltaje de
entre 70 y 90 V. A continuacion los geles se tifieron mediante su inmersién en una solucién
de bromuro de etidio, y el resultado fue visualizado y fotografiado (sistema de video
Graphic Printer UP-890 CE, Sony) durante su exposicion a luz ultravioleta en un
transiluminador (Spectroline TR-302, a una longitud de onda de 302 nm).

El tamafo de los fragmentos de ADN separados por electroforesis se determiné por
comparacion con marcadores de peso molecular de ADN.

* Soluciones:
I TAE 50x: 242 g de Tris base; 57,1 ml de acido acético glacial [5,7 % (v/v)]; 100 ml de EDTA 0,5 M pH 8,0
y agua destilada hasta completar un litro.
I Tampon de carga concentrado (10x): azul de bromofenol 0,25 % (p/v); xilen-cianol 0,25 % (p/v); glicerol
40 % (v/v); EDTA 0,1 M; SDS 0,1 %; Tris-HCI 10 mM; pH 8,0. Se conserva a 4 °C o a temperatura ambiente.
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Tabla 2.2. Concentraciones de agarosa utilizadas en los geles para la resolucion de fragmentos de ADN de
diferentes tamarios.

Concentracién de Tamario de los fragmentos de

agarosa (%) ADN separados (kb)
0,5 1-20
0,7 0,8-12
1 0,5-10
1,5 0,2-3
2 0,05-2

2.6.1. Extraccion de ADN de geles de agarosa

Para realizar la extraccion de fragmentos de ADN de geles de agarosa separados
mediante electroforesis se utilizaron tres métodos distintos dependiendo del tamafio del
fragmento a extraer. El primero de ellos es una técnica tradicional basada en la congelacion
rapida de la banda de agarosa y su posterior centrifugacién a través de algodon hidréfobo y
fue usado para fragmentos de gran tamafio. También para fragmentos de gran tamafio se usé
el sistema comercial QIAEX® II Gel Extraction Kit. El tercer procedimiento es el sistema
comercial GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit y se utilizé para la extracciéon de

fragmentos de un tamafio menor de 5 kb.

2.6.1.1. Método de congelacién rapido (Freeze-squeeze)
Esta técnica conocida como freeze-squeeze (Tautz y Renz, 1983) es un método rapido y
sencillo con un porcentaje de recuperacion de ADN del 70 %.

* Protocolo:

¢+ Cortar la banda del gel procurando escindir la menor cantidad de agarosa posible.
Introducir el fragmento de agarosa en un microtubo de 1,5 ml y congelar la banda a -20 °C
durante 2 horas o a -80 °C durante 30 minutos.

¢¥ Colocar un microtubo, al que se ha practicado un orificio en el fondo y se ha obturado con
una pequetia cantidad de algodén hidréfobo, sobre un microtubo intacto. Transferir la banda al
microtubo agujereado y centrifugar a 16000 g durante 10 minutos.

¢+ Recoger la fase acuosa del tubo inferior, y limpiar la soluciéon de ADN de impurezas
mediante dos extracciénes: una con fenol/CIA (1:1) y otra con CIA (1:1). Recuperar la fase
acuosa.

#¥ Precipitar el ADN con 0,1 volimenes de acetato sédico 3M y 2,5 voltimenes de etanol 100%

mantenido a -20 °C. Resuspender el precipitado en un volumen de agua destilada de 10 pl.
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2.6.1.2. Extracciéon mediante QIAEX® Il Gel Extraction Kit

La extraccion mediante kits se basa en la solubilizaciéon de la agarosa y una adsorcion
selectiva del ADN en presencia de un agente caotrépico, que permite la uniéon de ADN de
doble cadena a la matriz. De esta manera los contaminantes son eliminados mediante
lavados y el ADN se eluye en un tamp6n de baja fuerza iénica, como agua mili-Q.

Este kit estd especificado para la extraccion de ADN de tamafios comprendidos entre
40 pb a 50 kb desde geles de agarosa o soluciones. Utiliza particulas de silica gel como matriz
para la adsorcién del ADN.

El porcentaje de recuperacion depende del tamafio del ADN a extraer y estd
comprendido entre 60 y 95 %, consiguiéndose la mayor tasa de recuperacién para ADN cuyo

tamafio es préximo a 500 pb. El protocolo seguido fue el indicado por el fabricante.

2.6.1.3. Extraccion mediante GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit

Este kit utiliza una matriz (glass fiber matrix) colocada sobre una mini-columna para la
extraccion de fragmentos de ADN comprendidos entre 50 pb y 10kb. El proceso de
extraccion es rapido y permite un porcentaje de recuperacion del ADN en torno al 60 %-80 %
en el caso de fragmentos cargados en geles de agarosa, y del 95 % de productos de PCR de

solucion. El protocolo seguido fue el indicado por el fabricante.

2.6.2. Evaluacién de la concentracion y analisis de pureza del ADN

La cuantificacién de la cantidad de &cidos nucleicos presentes en una solucion se realizé
con el equipo Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). El aparato estima la concentracién de
la muestra basdndose en su absorbancia a una longitud de onda de 260 nm (A2s0), teniendo
en cuenta que la absortividad especifica (concentraciéon de una sustancia que determina una
unidad de absorbancia a una longitud de onda establecida) para el ADN de doble cadena
(ADNdc) es de 50 ng/ml, mientras que en el caso del ADN de cadena sencilla (ADNsc) tiene
un valor de 33 ng/ml.

Ademas, el cociente Aje/ Ao indica la pureza de la muestra. Una muestra pura de
ADN presenta una relacion Ase/Asso de 1,8, mientras que un de 2,0 se acepta como una
muestra pura de ARN (Sambrook & Russell, 2001). La presencia de proteinas contaminantes
en las muestras reduce este coeficiente, ya que algunos de los residuos de aminoacidos que
tipicamente aparecen formando parte de las proteinas presentan picos de absorcién a 280
nm.

Si se obtiene un valor algo menor en ambos casos es debido a la presencia de proteinas,
fenol u otros contaminantes que tienen un maximo de absorbancia cercano a 280 nm. La

relacion Aseo/ A2z ofrece otra medida de la pureza de la solucién de 4cidos nucleicos. Por lo
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general, el valor 260/230 para una muestra pura de ADN es mas alto que la relaciéon
260/280. Dicho valor se encuentra comprendido entre 1,8 y 2,2; si la relacion Ao/ A2z es
apreciablemente menor indica la presencia de sustancias contaminantes (IND-1000

Spectrophotometer. V3.2 User’s Manual).

2.7. Tratamiento enzimatico del ADN

2.7.1. Tratamiento con endonucleasas de restriccion

Las enzimas de restriccion necesarias para este trabajo se utilizaron siguiendo las
recomendaciones de los proveedores (New England BioLabs, MBI Fermentas y Takara).
Cada enzima posee unas condiciones 6ptimas de reaccién. De este modo, la temperatura de
incubacion, el pH, las condiciones salinas y los aditivos presentes en el tampoén especifico de
cada enzima resultan factores determinantes para que pueda desarrollar su actividad
endonucleasa de manera adecuada.

La digestion se realizé con 2 unidades de enzima por cada ng de ADN en el tampén
recomendado por el fabricante y se incub6 a la temperatura adecuada para cada enzima,

durante un tiempo variable, generalmente de entre dos y cuatro horas.

2.7.2. Desfosforilacion de los extremos 5’ libres del ADN

Este tipo de tratamiento se aplica a los vectores de clonacién que han sido linealizados,
para prevenir su religaciéon. Sélo es recomendable recurrir a la desfosforilaciéon cuando se
pretendan conseguir ligaciones que por algtin motivo resulten problematicas.

La fosfatasa hidroliza los extremos 5" fosfato del ADN, lo cual impide la formacién de
enlaces fosfodiéster entre los dos extremos de la misma molécula.

* Protocolo:

#¥ Incubar 15 minutos a 37°C en el caso de extremos 5 protuberantes o extremos cohesivos o 60 minutos
a 37°C para la desfosforilaciéon de extremos romos.

/¥ Realizar dos rondas de desfosforilaciéon entre las cuales la mezcla se incuba a 65 °C durante 10
minutos para inactivar la enzima.

¥ La enzima se elimina mediante extraccién con fenol y CIA o bien mediante el uso de los kit de
extraccion de ADN.

2.7.3. Ligacion de fragmentos de ADN

La ADN ligasa del fago T4 es una enzima que cataliza la formacion de enlaces
fosfodiéster entre los extremos 3’-hidroxilo y 5°-fosfato del ADN de doble cadena,
requiriendo Mg y ATP como cofactores. Se emple6 en todos los casos siguiendo las

instrucciones del fabricante (Roche).



Materiales y Métodos

La relacion estequiométrica entre vector e inserto vari6 entre 1:3 y 1:15. En general, las
ligaciones de moléculas de ADN con los extremos romos resultan mas improbables y
complicadas, por lo que se procuré que en esos casos existiera un mayor ndmero de
moléculas de inserto en relacién al vector que en los casos de extremos cohesivos, con el fin
de facilitar su incorporacion.

La ligasa del fago T4 es enormemente flexible en cuanto a las temperaturas de
incubacién que admite su actividad. En general, para las ligaciones con extremos cohesivos
se incubo la mezcla a 37 °C durante 30 minutos, y a temperatura ambiente y cuatro horas
para los romos. En algunos casos concretos las incubaciones se realizaron a temperaturas
mas bajas (entre 4 y 16 °C) y tiempos mas largos (toda la noche).

Cuando se traté de una ligacion con extremos romos se emple6 polietilenglicol (PEG
4000) al 5 % de concentracién final, para favorecer la concentracién “efectiva” de moléculas

de ADN.

2.8. Método de hibridacion tipo Southern

2.8.1. Transferencia de acidos nucleicos

% Transferencia de ADN a filtros de nailon (Southern)

La transferencia a un soporte sélido de fragmentos de ADN obtenidos por digestiéon con
endonucleasas de restricciéon y sometidos a migracion electroforética en geles de agarosa se
denomina Southern blotting o transferencia tipo Southern (Southern, 1975). Esta técnica se basa
en la fragmentacion in situ del ADN, separacion de las cadenas del mismo y transferencia de
éstas en forma monocatenaria a la membrana, para su posterior fijacion a la misma mediante
luz UV. La transferencia se realiz6 mediante un sistema de vacio (VacuGene XL, GE

Healthcare).

* Protocolo:

#¥ Separar el ADN mediante electroforesis, tenir el gel y fotografiarlo con un marcador de
peso molecular marcado con digoxigenina.

#¥ Cortar una membrana de nailon de 1 cm por cada lado mayor que el tamafio del gel.
Depositarla en la unidad de transferencia de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Humedecer la membrana con SSC 2X y conectar el vacio.

#¥ Colocar el gel sobre la membrana. Es importante que no queden burbujas, las cuales
interferirian en la transferencia de ADN.

#¥ Cubrir toda la superficie del gel con solucién despurinizante y dejar 20-30 minutos (en este
tiempo la banda de menor tamafio del tampén de carga, azul de bromofenol, debe cambiar su
color de azul a amarillo). Transcurrido este tiempo se retira la solucién.

7+ Cubrir la superficie del gel con Solucion desnaturalizante durante 20-30 minutos (la banda
perteneciente al tampén de carga recupera su color azul original).
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#¥ Retirar la solucién y cubrir la superficie del gel con la solucién neutralizante durante 30
minutos.

#¥ Por ultimo, retirar la solucién neutralizante y cubrir la superficie del gel con SSC 20X
durante 90 minutos.

#¥ Retirar todo el liquido y marcar con un boligrafo la posicién de los pocillos del gel sobre la
membrana antes de retirarlo.

¢¥ Colocar la membrana sobre papel de filtro y fijar el ADN a la misma mediante luz
ultravioleta (UV-Stratalinker 2400, Stratagene). Dejar secar la membrana.

#¥ Las membranas se pueden conservar a 4 °C protegidas con papel Whatman 3MM y papel
de aluminio durante varios meses.

* Soluciones:

Solucién despurinizante: HCI 0,25 M.

Solucién desnaturalizante: NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 M.

Solucién neutralizante: NaCl 1,5 M; Tris-HC1 0,05 M; EDTA 1 mM, pH 7,2.
SSC 20X: NaCl 3 M; citrato sédico 0,3 M; pH 7,0.

TYYTT

2.8.2. Marcaje de sondas para Southern
% Marcaje mediante DIG-High Prime DNA labeling random kit

El sistema de marcaje no radiactivo comercializado por la compafiia Roche emplea un
hapteno esteroide (digoxigenina) para marcar fragmentos de ADN. La digoxigenina esta
unida al nucleétido trifosfato dUTP por un enlace éster. Las sondas marcadas con
digoxigenina son generadas enzimaticamente por el método de cebado al azar (random
primed) descrito por Feinberg y Vogelstein (1983).

El método se basa en la incorporacion al azar en el ADN de un analogo de nucleétidos
(digoxigenina-11-dUTP), gracias a la extension de hexanucleétidos iniciadores por el
fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli. El protocolo esté ajustado (proporciéon
de DIG-11-dUTP frente a dTTP) para que cada 20-25 nucleétidos incorporados se introduzca
una molécula de digoxigenina. Esta densidad de haptenos en el ADN proporciona una gran
sensibilidad en la inmunodeteccién posterior por anticuerpos anti-digoxigenina conjugados
con la enzima fosfatasa alcalina.

* Protocolo:

7+ Obtener 1ug de ADN en forma lineal del fragmento a marcar en un volumen maximo de
15 pl.

¢¥ Desnaturalizar el ADN hirviéndolo durante 10 minutos y transferirlo rapidamente a hielo.
Anadir 2 pl de DIG DNA labeling mix 10X, 2 pl de hexanuleotides mix 10X y 1 pl de Klenow.
Centrifugar para recoger la muestra en el fondo del microtubo.

#¥ Incubar la mezcla a 37 °C al menos durante 60 minutos. Preferiblemente incubar entre 16 y
24 horas.

#¥ Parar la reaccién congelando directamente o afiadiendo 2 ul de EDTA 0,25 mM (pH 8,0) y
mantener a -20 °C hasta su utilizacién.
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* Cuantificacién del marcaje

Un paso importante antes de utilizar las sondas marcadas es comprobar la eficiencia de
su marcaje. La cantidad de ADN marcado depende de la cantidad inicial y la pureza del
ADN molde y el tiempo de incubacién a 37 °C.

Para cuantificar el marcaje se realizan diluciones seriadas (1:5) de la soluciéon de ADN
marcado asumiendo que a partir de 1 ug de ADN se obtienen 780 ng de sonda marcada tras

20 horas de incubacién (segtn el proveedor) en un volumen final de 20 pl de producto.

Dilucion 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5
Cantidad de ADN (pg/ul) 78 15,6 3,12 0,624 0,1248

¢+ Aplicar 1 ul de cada dilucion sobre una membrana Hybond-N™ (GE Healthcare).
#¥ Fijar la sonda mediante luz ultravioleta (UV-Stratalinker 2400, Stratagene).

#¥ Seguir los mismos pasos de los que consta la deteccién de ADN del protocolo del Southern
(2.9.4.) a partir del equilibrado de membrana con Tampén I durante 1 minuto en agitacion.

2.8.3. Hibridacion ADN-ADN

El proceso de hibridacién se lleva a cabo una vez que se ha realizado la transferencia del
ADN vy se ha marcado la sonda. En el proceso completo de hibridacion se pueden distinguir
cuatro fases: prehibridacion, hibridacion, lavados y deteccion.

La prehibridacién tiene como finalidad bloquear los sitios activos de la membrana
donde no se han unido 4cidos nucleicos durante la transferencia y equilibrar ésta con el
tampon de prehibridacion.

La hibridacién en sentido estricto permite la uniéon de la sonda marcada con
digoxigenina al ADN fijado en la membrana. La especificidad de esta unién depende tanto
de las condiciones utilizadas durante la incubaciéon (temperatura a la que se desarrolla la
hibridaciéon y la concentraciéon de sales y detergentes en el tampoén de hibridacién) como de
las utilizadas en los lavados posteriores.

Los lavados permiten la eliminacién selectiva de las uniones inespecificas que hayan
podido producirse entre la sonda y el ADN. La disminucién de la unién inespecifica durante
los lavados se consigue: a) disminuyendo la concentracién de sales del tampén de lavado,
b) aumentando la concentracion de detergentes en el tampén de lavado y c) aumentando la
temperatura y la duracion del lavado.

La detecciéon permite visualizar la unién de la sonda con los fragmentos de acidos
nucleicos mediante reaccién colorimétrica en las hibridaciones resueltas con NBT y BCIP, o

bien mediante quimioluminiscencia en caso de hibridaciones realizadas utilizando CDP-Star.
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* Protocolo:

#¥ Colocar la membrana en un tubo de hibridacién y afiadir 25 ml de Solucién de
prehibridacién. Incubar a 70°C durante 1-2 horas.

#¥ Hervir la sonda previamente marcada durante 10 minutos para desnaturalizar el ADN.
Enfriar rdpidamente en hielo. Afadir la sonda desnaturalizada a una nueva Solucién de
prehibridacién. Esta solucién de hibridaciéon puede ser reutilizada varias veces. En caso de ser
asi, desnaturalizar de igual manera antes de cada uso.

¢¥ Eliminar la solucién de prehibridacién y afiadir la Solucién de hibridacién, dejando el
conjunto a la temperatura de hibridacién un minimo de 8-10 horas. Tras el tiempo de
hibridacién, recuperar la solucién de hibridacién en un tubo para su reutilizacién y conservarla a
-20°C.

¥ Lavar dos veces la membrana con solucién de lavado I durante 15 minutos a temperatura
ambiente en agitacion.

¥ Lavar dos veces la membrana con Soluciéon de lavado II durante 25 minutos a 68 °C en
agitacion.

* Soluciones:

I+ Solucion de prehibridacion: SSC 5X; agente bloqueante (Blocking Reagent de Roche) 1 %; N-lauril

sarcosina 0,1 %; SDS 0,02 %.

I Solucion de hibridacién: Solucion de prehibridaciéon mas la sonda marcada.

B  Solucion de lavado I: SSC 2X; SDS 0,1 %.

I»  Solucién de lavado II: SSC 0,5X; SDS 0,1 %.
2.8.4. Deteccion de ADN

Las hibridaciones tipo Southern siempre se realizaron con sondas de ADN bicatenario
marcadas con digoxigenina. La temperatura 6ptima de hibridaciéon para cada sonda se
dedujo de forma experimental, en el caso de las sondas 100 % homoélogas la temperatura
utilizada fue de 65-70°C, siendo reducida sélo en casos de sondas con baja homologia.

* Deteccion mediante quimioluminiscencia

El proceso de deteccion se basa en la reacciéon inmunolégica antigeno-anticuerpo
(molécula de digoxigenina y anticuerpo anti-digoxigenina, respectivamente). El anticuerpo
se encuentra conjugado con la fosfatasa alcalina, que en presencia de un sustrato
quimioluminiscente apropiado (CDP-Star), induce la descomposiciéon del mismo mediante
desfosforilaciéon, generando una emisiéon de luz (con una A de 466 nm), detectada en una
pelicula de rayos X. Todos los lavados se realizan en agitacién a temperatura del ambiente.

* Protocolo:

#¥ Equilibrar la membrana con Tampoén I durante 5 minutos en agitacion.

#¥ Bloquear la membrana con Tampén II durante 30 minutos, en agitacién.

¢¥ Sustituir el tampén II por la Solucién de anticuerpos y dejar al menos 30 minutos en
agitacion.

#¥ Eliminar la Solucién de anticuerpos, lavar la membrana 2 veces con Tampén I durante 15

minutos en agitacion.

#¥ Eliminar el Tampoén Iy sustituirlo por Tamp6n III durante 5 minutos, en agitacion.
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#¥ Tratar la membrana con la solucién CDP-Star durante 5 minutos en oscuridad y con el lado
de la membrana por el que fue transferido el ADN, hacia abajo. Guardar la soluciéon de CDP-
Star™ (varios usos).

#¥ Secar y envolver la membrana en pléstico de hibridacion.

¢¥ Exponer la membrana bajo una pelicula de autorradiografia (Hyperfilm, GE Healthcare) en
un estuche con pantallas intensificadoras de calcio-tungsteno-fésforo, durante un tiempo que

varia entre 5 y 30 minutos.

¢+ Revelar la pelicula sometiéndola al siguiente tratamiento: 1-5 minutos en liquido revelador
de rayos X Kodak, 1 minuto en solucién de paro, y 5 minutos en liquido fijador Kodak. Lavar con

agua y dejar secar la pelicula de autorradiografia.

* Soluciones:
I Tampon I: dcido maleico 100 mM; NaCl 150 mM; Tween 20 0,3 %; pH 7,5.
b Tampon II: Tampén I mas 1 % de agente bloqueante (Blocking Reagent de Roche).
#  Tampon III: Tris-HCI 100 mM, pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCl, 6H>O 50 mM.
I+ Solucion de anticuerpos: Diluir en una proporcién 1:10.000 anticuerpos anti-digoxigenina conjugados
con fosfatasa alcalina (Roche) en Tampén II.
Solucién CDP-Star: Diluir en una proporcién 1:100 CDP-Star en Tampén 111
Liquido revelador de rayos X: Diluir el preparado comercial de Kodak en proporcién 1:31 en agua mQ.
Solucién de paro: 3 % (v/v) acido acético.
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Liquido fijador: Diluir el preparado comercial de Kodak en proporcion 1:4 en agua mQ.

* Deteccion colorimétrica
La deteccion colorimétrica permite visualizar la unién de la sonda con los fragmentos de
acidos nucleicos mediante reaccién colorimétrica en las hibridaciones resueltas con NBT y

BCIP.

* Protocolo:

¢¥ Equilibrar la membrana con Tampoén I durante 5 minutos en agitacion.

#¥ Bloquear la membrana con Tampoén II durante 30 minutos, en agitacién.

#¥ Sustituir el tampén II por la Solucién de anticuerpos y dejar al menos 30 minutos en
agitacion.

#¥ Eliminar la Solucién de anticuerpos, lavar la membrana 2 veces con Tampén I durante 15
minutos en agitacion.

¢¥ Eliminar el Tampon 1y sustituirlo por Tampén Il durante 2 minutos, en agitacion.

#¥ Mezclar 45 pl de Solucién NBT y 35 pl de Solucién X-fosfato por cada 10 ml de Tampén Il y
afiadir esta solucién de color. Mantenerla en oscuridad hasta que aparezcan sehales de
hibridacion (precipitado morado en el filtro).

#¥ Retirar la solucién de color y detener la reaccién anadiendo agua destilada.

* Soluciones:
kb Tampon I: dcido maleico 100 mM; NaCl 150 mM; Tween 20 0,3 %; pH 7,5.
i Tampon II: Tampén I mas 1 % de agente bloqueante (Blocking Reagent de Roche).
kb Tampon III: Tris-HCl mM, pH 9,5; NaCl 100mM; MgCl, 6H20 500 mM.
* Solucion de anticuerpos: diluir en una proporciéon 1:10.000 anticuerpos anti-digoxigenina conjugados
con fosfatasa alcalina (Roche) en Tampén II.
I Solucion NBT (Azul de nitrotetrazolio): NBT 75 mg/ml en dimetilformamida 70 %.
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l* Solucion X-fosfato (BCIP): (X-fosfato = 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) 50 mg/ml en
dimetilformamida.

2.9. Reacciéon en cadena de la ADN Polimerasa (PCR)

Esta técnica descrita inicialmente por Mullis y Faloona (1987) permite la amplificacién
de 4cidos nucleicos. Partiendo de una molécula de ADN diana se pueden obtener entre 10> y
10° veces una secuencia especifica contenida en ella mediante la utilizacién de
oligonucleétidos (o cebadores) disefiados al efecto y una ADN polimerasa termoestable.

En el mercado existen diversas ADN polimerasas que se pueden usar para PCR y cada
una de ellas con unas caracteristicas y condiciones especificas para llevar a cabo la reaccion.
Para la realizacion de este trabajo, han sido utilizadas dos enzimas de diferentes casas
comerciales y un kit comercial: a) GoTag (Promega), cuando la introduccién de un pequefio
namero de errores no resultaba crucial para el experimento (p. ej.: sondas). Esta enzima deja
una desoxiadenosina en cada extremo 3’, lo que permite clonar directamente los fragmentos
amplificados por PCR en vectores del tipo pGEM-T Easy (Promega); b) Phusion® High-
Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs), se utiliz6 cuando la fidelidad en la copia era
imprescindible (p. ej.: clonaciéon de fragmentos); c) kit PCR Exterder System (5Prime), se
utilizé cuando el fragmento a amplificar presentaba un tamafio mayor de 3 kb y era

imprescindible la fidelidad de copia.

2.9.1. Reaccion de PCR

En la Tabla 2.3 se especifican, de acuerdo al catalogo PCR applications manual (Roche), los
valores normales de los distintos componentes para la realizacién de un tipica reacciéon de
amplificacion por PCR. Estos valores son orientativos y han de ser ajustados en funcion de la

ADN polimerasa, el tipo de region a amplificar, etc.

Tabla 2.3: Componentes necesarios para realizar una reaccién de PCR y concentraciones finales para
50 pl de reaccién, de acuerdo al catdlogo PCR applications manual (Roche).

ADN molde 10-50 ng ADN total/0,1-1 ng ADN plasmidico
Cebadores (18-20 pb) 0,1-1,0 Mm

ADN polimerasa 0,5-2,5 unidades

MgCl, 1-5 mM (normalmente 1,5 mM)

dNTP 50-500 pM (normalmente 200 M)

Tampon 10X 1X

DMSO (ver nota) 7 %

Agua destilada Hasta 50 pl

Nota: En la amplificacién de fragmentos de ADN pertenecientes a Streptomyces (genoma con alto contenido en
G+C) es necesario afladir DMSO en la mezcla de PCR. El DMSO facilita la separacion de la doble cadena de ADN
por lo que incrementa la eficiencia de la reaccion de PCR.
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Los tiempos y temperaturas empleados para llevar a cabo una reacciéon de PCR
dependen de diversos factores, como el contenido en G+C del ADN, la secuencia de los
oligonucle6tidos empleados como cebadores (que determina la temperatura de hibridaciéon
empleada), la longitud del fragmento a amplificar o la velocidad de procesamiento de la
ADN polimerasa, entre otros. De modo genérico estos tiempos y temperaturas aparecen
reflejados en la Tabla 2.4.

Al finalizar cualquier reacciéon de PCR, es recomendable analizar el resultado de la
misma en un gel de agarosa, comprobando la cantidad de amplificacion, la ausencia de

bandas inespecificas, etc.

Tabla 2.4: Tiempos y temperaturas de reaccion tipicos para una reaccién de PCR.

!)t.es.naturahzacmn 5 min. a 94-98 °C 1 ciclo
inicial
Desnaturalizacion 30 s. a 94-98 °C
Amplificacion Anillamiento 30-45 s T? segtin cebadores 3 9'140
ciclos
. X s a 72 °C (depende de la
Extension .
polimerasa)
Extension final 10 min. a 72 °C 1 ciclo

2.10. Secuenciacion del ADN

La secuenciacion por el método de Sanger et al. (1977) requiere como molde ADN de
cadena sencilla para que la ADN polimerasa acttie. Este molde puede conseguirse a partir de
vectores del tipo fagémido o por desnaturalizacion de ADN bicatenario en una reaccién de
PCR.

El proceso de secuenciacion se realizé por el método de los didesoxinucledtidos descrito
por Sanger (1977). Para ello se emple¢ el sistema de secuenciaciéon automatica no radiactiva
ABI PRISM® BigDye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) utlizando un
secuenciador ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

La sintesis de ADN complementario a un ADN de cadena sencilla a partir de un cebador
la realiza la ADN polimerasa del fago T7. La sintesis se puede detener de forma aleatoria por
la introduccién de pequefias cantidades de didesoxinucleétidos (ddNTP), anadlogos a los
desoxinucleétidos (ANTP) y que carecen del grupo 3’ hidroxilo necesario para la formacién
del siguiente enlace fosfodiéster. Estos ddNTPs estdn conjugados con un fluoréforo
especifico para cada uno de los mismos.

En la fase de elongacién, la ADN polimerasa incorpora los ddNTPs al azar en distintos
puntos, dando lugar a una poblacién de moléculas fluorescentes de distintos tamafios. Las

reacciones son sometidas a electroforesis capilar y los fragmentos de ADN en su migracion a



Materiales y Métodos

lo largo del mismo atraviesan un haz fijo de luz laser, lo que genera sefiales fluorescentes que
son detectadas y almacenadas por el sistema.
Cada reacciéon de secuencia se realiza en un volumen de 20 pl, manteniendo las

proporciones que a continuacion se reflejan:

Premix sequencing buffer (P) 2l

5X Sequencing buffer (B) 2 ul
Cebador (20 pM) 1l

ADN molde 200-500 ng
DMSO 0,7-1,4 ul
Agua destilada Hasta 20 pl

Nota: El Premix sequencing buffer (P) contiene los ddNTPs, dNTPs y la ADN polimerasa. El1 5X Sequencing buffer (B)
es el tampoén de la reaccién. La cantidad de ADN molde indicada es para el caso de ADN plasmidico, siendo entre
5y 80 ng para productos de PCR, entre 25-50 ng para ADN de cadena sencillay de 0,5 a 1 pg para cé6smidos.

* Protocolo:

#¥ Realizar una reaccién de PCR para cada muestra con los siguientes valores: 1 ciclo de 94 °C,
3 minutos; 25 ciclos de 96 °C 10 segundos, 50 °C 5 segundos, 60 °C 4 minutos.

¢¥ Pasar la reaccion a un microtubo de 1,5 ml. Afiadir 5 pl de EDTA (125 mM, pH 8,0) y 60 ul
de etanol absoluto. Mezclar e incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

#¥ Centrifugar a 4°C durante 20 minutos a 16000 g. Retirar el sobrenadante.
#¥ Lavar el precipitado (casi invisible) con 60-70 pl de etanol al 70 %.

#¥ Centrifugar 15 minutos a 16000 g y temperatura ambiente. Retirar el etanol y dejar evaporar
los posibles restos.

¥ Conservar a -20°C hasta el momento de su analisis.
¢¥ Descongelar la muestra a temperatura ambiente durante unos minutos.

¢¥ Anadir 30 pl de Hi-Di Formamida (Applied Biosystems) y mezclar con vortex durante
1 minuto.

#¥ Desnaturalizar la reaccion calentando a 95 °C durante 3-5 minutos.

#¥ Mezclar nuevamente con vortex y centrifugar para recoger la reaccion en el fondo del tubo.

2.11. Introduccién de ADN en microorganismos

2.11.1. Transformacion de E. coli mediante choque térmico

A lo largo de este trabajo, la transformacion mediante choque térmico fue el método
empleado para la introduccién en E. coli de las diferentes construcciones plasmidicas. Para
ello, primero fue necesario obtener células competentes de la cepa que se pretendia usar en
cada caso como receptora del plasmido.

Se siguieron dos métodos de induccién del estado de competencia: el método SEM
(simple and efficient method) descrito por Inoue et al. (1990) y el método de cloruro de rubidio

(Hanahan, 1985). Con éste se consigue alta eficiencia de transformacién (hasta 5x108
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transformantes/ug de ADN), aunque el descrito por Inoue es mas reproducible en cuanto a
la alta eficiencia conseguida. Ambos métodos se utilizaron de manera rutinaria para inducir
el estado de competencia de diferentes cepas de E. coli, especialmente de DH5a que se utilizé
como célula hospedadora de mezclas de ligacion (nuevas construcciones de pldsmidos), y E.

coli ET12567 /pUZ8002, que se utiliz6 para la transformacion con césmidos.

2.11.1.1. Induccién del estado de competencia
A) Método SEM

En este protocolo son importantes: la temperatura de crecimiento del cultivo (18 °C),
trabajar durante todo el proceso de lavados e induccién de la competencia a 4 °C, mantener
la relaciéon de 1/10 entre el medio y la capacidad del matraz para que exista una buena
aireacion y agitar las células de forma suave, no utilizando el vortex.

* Protocolo:

#¥ Crecer E. coli en medio LB sélido (LA) para obtener un cultivo fresco.

#¥ Inocular un preinéculo en medio SOC (50 ml) con 20-30 colonias de E. coli y cultivar
durante la noche a 37 °.

#¥ Inocular 200 ml de medio SOC con un1 % de preindculo. Crecer en agitacion (250 rpm) a 18
°C.

#¥ Cuando el cultivo alcance una DOgg de 0.6, colocar el matraz en hielo 10 minutos. A partir
de este paso trabajar en frio.

7+ Centrifugar a 1500 g en tubos tipo GSA durante 10 minutos.

#¥ Retirar los restos de medio y resuspender en 64 ml de tampén TB frio (4 °C). No usar
agitador. Dejar en hielo 10 minutos.

¢¥ Centrifugar a 1500 g durante 10 minutos.

¢+ Retirar los restos de medio y resuspender en 16 ml de tampén TB frio agitando
manualmente. Afadir 1,12 ml de DMSO (concentracién final 7 %). Agitar suavemente y dejar en
hielo 10 minutos.

#¥ Repartir en alicuotas de 100 pl de células en microtubos de 1,5 ml. Inmediatamente congelar

en nitrégeno liquido. Conservar a -80 °C.

#¥ Con 10-20 pg de un pldsmido previamente cuantificado, se comprueba la eficiencia de

transformacién expresandola en transformantes/ ug de ADN.

* Soluciones:
Il Tampon TB (Para 1 litro): PIPES 10 mM; CaCl, 15 mM; KC1 250 mM. Ir afiadiendo KOH 1 M para que se
disuelvan los componentes y a la par ajustar el pH a 6,7. Después afiadir 10,9 g de MnCl, 4H>O. Esterilizar
por filtracién y conservar a 4 °C.



Materiales y Métodos

B) Método del Cloruro de Rubidio
La utilizaciéon de este método permite la obtencién de células competentes de E. coli con
una eficiencia de transformacion de hasta5x108 transformantes por ug de ADN.

* Protocolo:

#¥ Crecer E. coli en medio LB sélido para obtener un cultivo fresco.

#¥ Inocular 5 ml de medio SOB suplementado con la solucién madre de magnesio (2 ml por
cada 100 ml de SOB) con una colonia de E. coli. Incubar toda la noche (12-14 horas) a 37 °C y 250
rpm.

#¥ Inocular 100 ml de SOB suplementado con magnesio con 200-400 pl del preinéculo. Incubar

a 37°Cy 250 rpm hasta alcanzar una DOggo de 0,48.

¢¥ Enfriar el matraz en hielo, a partir de este paso trabajar en frio. Recoger las células por
centrifugacion en tubos de centrifuga tipo GSA a 4000 g y 4°C durante 5 minutos y retirar el
sobrenadante.

#¥ Resuspender suavemente el precipitado celular en 30 ml de solucién RF1 fria (4 °C).
Mantener en hielo durante 30 minutos.

#¥ Centrifugar 5 minutos a 4000 g y 4°C y retirar el sobrenadante.
#¥ Resuspender el precipitado en 8 ml de la solucién RF2 fria (4 °C).

#¥ Repartir en alicuotas de 120 pl en microtubos de 1,5 ml y congelar en nitrégeno liquido.
Conservar a -80 °C.

¥ Con 10-20 pg de un plasmido previamente cuantificado, comprobar la eficiencia de
transformacién expresandola en transformantes/ ug de ADN.

* Soluciones:
I RF1: RbCl 100 mM; MnCl, 4H,O 50 mM; acetato potasico 30 mM; CaCl, 2H,O 10 mM; glicerol 15 %.

Ajustar el pH a 5,8 con 4cido acético 0,2 M.
I+ RF2: MOPS 10 mM; RbCl 10 mM, CaCl, 2H,0 75 mM; glicerol 15 %. Ajustar el pH a 6,8 con NaOH 1 N.
* Solucion madre de magnesio: MgCl, 6H,O 1 M; MgSO4 7H,O 1 M.

Esterilizar las anteriores soluciones por filtracién.

2.11.1.2. Procedimiento de transformacién por choque térmico

El método de transformacién empleado fue descrito por Hanahan (1983) y es
practicamente universal para las diversas cepas de E. coli, pudiendo ser usado para
transformar células competentes preparadas por cualquier método.

* Protocolo:

#¥ Descongelar las células competentes manteniendo el tubo en hielo.

#F A 100 pl de células descongeladas se les anade el ADN hasta un volumen maximo de 10ul y
se mantiene la mezcla en hielo durante 20 minutos.

#¥ Choque térmico a 42°C durante 45 segundos. Enfriar inmediatamente en hielo durante 2
minutos.

#¥ Anadir 600 pl de LB e incubar las células durante 1 hora en agitacién (250 rpm) a 37°C. Este
tiempo de incubacién permite que la célula exprese los genes de resistencia a antibiéticos
incluidos en el plasmido con el que se acaba de transformar.
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#¥ Finalmente, sembrar las células en placas con medio suplementado con los antibiéticos
adecuados para la seleccién de transformantes.

2.11.2. Transformacion de E. coli mediante electroporacién

El método de transformacion mediante el método fisico de electroporaciéon consiste en
inducir la competencia mediante la aplicacion de un pulso eléctrico muy breve e intenso.

Este método fue utilizado para transformar la cepa E. coli BW25113/pIJ790 que contiene
el cé6smido correspondiente con el casete de resistencia a apramicina (Ver apartado 2.12.4.)

(Gust et al., 2002).

2.11.3. Transferencia de ADN de E. coli a Streptomyces spp. mediante
conjugacion

La conjugacion se define como la transferencia de informacion genética desde una célula
donadora a otra receptora, por un mecanismo que incluye un contacto directo célula a célula,
un plasmido conjugativo en la célula donadora y la intervencién de estructuras superficiales
especializadas y de funciones especificas. Este proceso se puede dar entre células de un
mismo género o entre células de géneros diferentes (conjugacion intergenérica).

La introduccién de material genético en las diferentes cepas de Streptomyces se llevé a
cabo en todos los casos mediante conjugacién intergenérica, empledndose como cepa
donadora E. coli ET12567/pUZ8002. Esta cepa es deficiente en los sistemas de metilacion
dam, dem y hsd, y porta el plasmido pUZ8002, no movilizable pero contiene los genes tra
necesarios para la movilizaciéon de vectores que contengan en su secuencia el origen de
replicacion oriT.

El protocolo descrito para la transferencia genética es una modificacion (Flett et al., 1997)
del método descrito por Mazodier et al. (1989), empledndose como células receptoras esporas
de Streptomyces.

* Protocolo:

¢¥ Preparar células competentes de E. coli ET12567/pUZ8002 en presencia de kanamicina
(25 pg/ml) y cloranfenicol (25 ng/ml) para mantener el plasmido pUZ8002 y la mutacion dam,
respectivamente.

#¥ Transformar el plasmido o césmido a conjugar en las células competentes de E. coli
ET12567/pUZ8002. Distribuir en placas de LB suplementado con el antibiético adecuado e
incubar a 37 °C.

¢¥ Inocular una colonia en 5 ml de LB con cloranfenicol (25 ng/ml), kanamicina (25 pg/ml) y
el antibiético correspondiente a la construccién a conjugar. Incubar durante toda la noche, con
agitacién orbital a 250 rpm y a una temperatura de 37 °C.

¢¥ Diluir 1 ml del cultivo en 25 ml de LB con antibiéticos. Incubar en agitacién orbital (250
rpm), a 37 °C, durante 3-5 h hasta alcanzar una DOso de 0,4-0,6.
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#¥ Lavar dos veces las células con 25 ml de LB para eliminar los antibiéticos que pueden
inhibir el crecimiento de Streptomyces.

¥ Mientras se lavan las células, resuspender una concentracién de esporas determinada
(depende de la especie de Streptomyces) en 500 pl de medio 2xTY. Aplicar un choque térmico de
50 °C durante 10 min. Alternativamente, se puede usar micelio; para lo cual se recoge con un
bastoncillo el micelio (1/8 de la superficie de una placa de 9 cm de diametro) crecido en TSA
durante 24 horas a 28 °C. El micelio se resuspende en 500 ul de glicerol 20 %. En este caso no es
necesario aplicar choque térmico.

#¥ Mezclar 0,5 ml de células de E. coli con 0,5 ml de suspensién de esporas o de micelio de
Streptomyces y agitar vigorosamente. Centrifugar y resuspender el precipitado en unos 50 pl del
sobrenadante.

#¥ Sembrar en placas con 30 ml de medio MS al que se ha afiadido 10-20 mM de MgCl» (sin
antibiéticos) e incubar a 28 °C, durante 18-24 h.

/¥ Anadir una cobertera de 1,5 ml de agua con 0,5 mg de &cido nalidixico (impide el
crecimiento de microorganismos Gram-negativos como E. coli) y el antibiético de seleccion
adecuado, en la mayoria de los casos 1,25 mg de apramicina. Extender la cobertera por toda la
superficie de la placa. Incubar a 28 °C, durante 5-6 dias hasta que aparezcan las colonias.

2.12. Obtencién de mutantes mediante REDIRECT®

La tecnologia REDIRECT® permite la obtencién de mutantes de Streptomyces mediante el
reemplazamiento del gen de interés por un casete de resistencia. Esta técnica consta de tres
partes, ademads de una cuarta opcional (Gust et al., 2004).

En un primer paso, el gen de interés se ha de encontrar clonado en un vector replicativo
de E. coli, generalmente en un césmido. Dicha construccion es transformada en la cepa E. coli
BW25113 que contiene el pldsmido pIJ790 con genes del sistema de recombinacién del
bacteriéfago A (genes red). Estas proteinas aumentan considerablemente la eficiencia de
recombinacién homologa en E. coli y permiten que se produzca el reemplazamiento del gen
de interés contenido en el césmido por un producto de PCR. Dicho producto de PCR
contiene secuencias homologas (36-50 pb) a las secuencias que flanquean el gen que se va a
reemplazar, asi como un gen de resistencia a antibiéticos y el origen de transferencia oriT.

Una vez obtenido el c6smido recombinante, dicha construccién se transforma en la cepa
E. coli ET12567 deficiente en metilacién, de manera que posteriormente la construccién no se
vea afectada por el potente sistema de restriccion especifico de metilacién que tienen muchas
de las especies del género Streptomyces. Ademads, esta cepa posee el plasmido pUZ8002,
capaz de movilizar en trans otros vectores que contengan el origen de transferencia oriT.

Por ultimo, se lleva a cabo la transferencia del césmido recombinante desde E. coli hasta
Streptomyces mediante el proceso de conjugacion. Una vez que la célula de Streptomyces ha

incorporado el césmido se debe producir una doble recombinacién para conseguir la
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sustituciéon en el genoma de Streptomyces del gen de interés por el casete de resistencia

(Figura 2.2).

2.Diseiio de cebadores
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Figura 2.2. Diagrama de pasos seguidos para el remplazamiento en Streptomyces del gen de interés por un
casete de resistencia a apramicina mediante la tecnologia REDIRECT.

Ademés, estéd técnica permite eliminar el casete de resistencia del mutante delecionado
mediante el uso de recombinasas. La secuencia del casete de resistencia se encuentra
flanqueada por sitios de reconocimiento de diferentes recombinasas, las cuales acttan
catalizando la recombinacién entre dichos puntos y por tanto eliminando el casete de
resistencia. Existen dos tipos de sistemas de recombinasas: la recombinasa FLP, la cual
reconoce los sitios frt presentes en el plasmido plJ773 y la recombinasa Cre, que reconoce los
sitios loxP presentes en el plasmido plJ774.

El protocolo seguido es practicamente el descrito en el manual del REDIRECT® (Gust et
al., 2002). Esta técnica ha sido desarrollada en el centro John Innes (Reino Unido) para
S. coelicolor, por lo que precisa de las pertinentes modificaciones y optimizaciones para su

aplicacién con éxito a otras especies de Streptomyces.
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2.12.1. Purificacion del molde para la obtencion del producto de PCR

El gen que deseamos inactivar debe ser sustituido por un casete de resistencia a un
antibidtico. A la hora de disefiar el experimento es necesario elegir un marcador de
resistencia adecuado para poder diferenciar en cada paso aquellas células que porten la
construccion deseada. El centro John Innes ha desarrollado diferentes plasmidos
(http:/ / Streptomyces.org.uk /redirect/index.html) que contienen distintos casetes de
resistencia. En este trabajo se ha utilizado el pldsmido plJ773, que contiene el gen de
resistencia a apramicina (aac(3)IV) como marcador de selecciéon dentro del casete.

Se ha observado que el uso de pldsmidos circulares como molde para la obtenciéon del
producto de PCR (casete de resistencia) resulta en un gran namero de falsos positivos por lo
que es importante extraer del plasmido la secuencia molde por digestion con enzimas de
restriccion.

* Protocolo:

¢¥ Digerir aproximadamente 10 pg del plasmido molde con las enzimas de restriccién EcoRI y
HindIll) en un volumen final de 100 pl e incubar a 37 °C durante al menos 1 hora.

#¥ Analizar el producto de digestion en un gel de agarosa al 0,8 % y cortar el fragmento de gel
que contiene el ADN correspondiente al casete de resistencia (1382 pb). Purificar mediante el uso
de GFX PCR DNA kit and Gel Band Purification, resuspender en agua destilada y determinar su
concentracion.

#¥ La ausencia de contaminacién con el plasmido completo se comprueba utilizando 1 pl de la
suspension purificada para la transformacién de células competentes de E. coli. Si no se obtiene
ningun transformante se puede proseguir con el protocolo.

2.12.2. Disefo de los cebadores para la obtencién del producto de PCR

La deleciéon de un determinado gen requiere el disefio de una pareja de cebadores
especificos. Cada uno de ellos posee en el extremo 5 39 nucleétidos que coinciden
exactamente con la regién situada corriente abajo o arriba del gen que se desea inactivar.
Estos 39 nucleétidos incluyen el codén de inicio o de paro (dependiendo del cebador) del gen
a inactivar. Mientras que el extremo 3" de cada cebador presenta una secuencia de 20 6 19
nucleétidos (dependiendo si es el cebador directo o el reverso, respectivamente) propios de
los casetes de inactivacién (Figura 2.2).

En nuestro caso se disefiaron 4 parejas de cebadores, ya que se pretendia inactivar cuatro
genes, denominados fkbN, orfX, orf/W y orfD. La secuencia de dichos oligonucleétidos se

muestra en el Anexo 1.
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2.12.3. Amplificacion del casete de resistencia

Una vez disefiados los cebadores y purificado el fragmento HindIII-EcoRI se llevé a cabo
una PCR teniendo en cuenta las condiciones especificadas en el protocolo desarrollado por
Gust et al. (2002).

Es recomendable realizar la PCR con una ADN polimerasa de alta fidelidad para evitar
la generacién de errores en la amplificacion del casete de resistencia, los cuales pueden
interferir en posteriores pasos del protocolo. En este trabajo se ha usado la polimerasa

Phusion®, para la cual se detalla la mezcla de PCR y el programa seguido:

Mezcla de PCR
Buffer HF 5X 10 ul
dNTPs (2 mM) Sul
Cebadores (10 uM) 2,5 ul/cebador
ADN molde 50 ng
DMSO 25uL
Phusion 05ul
Agua destilada Hasta 50 ul
Programa de PCR
!De.s.naturalizaci(’)n 120s a94°C 1 ciclo
inicial
Desnaturalizaciéon 45s a94°C
Amplificacién Anillamiento 45sa50°C 10 ciclos
Extension 90sa72°C
Desnaturalizacion 45s a 94 °C
Amplificacién Anillamiento 45 s a 55 C 15 ciclos
Extension 90sa72°C
Extension final 5mina?72°C 1 ciclo

Se analizaron 5 ul de la mezcla de PCR mediante electroforesis en un gel de agarosa al
0,8 % y tras comprobar que la amplificacién era correcta se limpiaron los 45 pl restantes con

GFX PCR DNA kit and Gel Band Purification y se determiné su concentracion.

2.12.4. Transformacion de E. coli BW25113/plJ790 con co6smidos de
Streptomyces
El plasmido plJ790 contiene un gen de resistencia a cloranfenicol y un origen de
replicacion sensible a la temperatura que requiere 30 °C para su replicacion pero se pierde a
37 °C.

* Protocolo:

#¥ Preparar células competentes E. coli BW25113/pIJ790 mediante el método SEM (ver
apartado 2.11.1.1.A).

#¥ Transformar las células competentes con el cé6smido que contiene los genes de interés de
Streptomyces. Importante: Realizar los cultivos a 30 °C.

#¥ Comprobar mediante digestiones enzimaticas la introduccion del cé6smido en E. coli sin

reorganizaciones y confirmar la presencia del plasmido plJ790.
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2.12.5. Inactivacién del gen de Streptomyces en el cosmido
Las colonias de E. coli BW25113/plJ790 portadoras del césmido de interés son
electrotransformadas con el casete de resistencia obtenido mediante PCR.

* Protocolo:

#¥ Inocular las colonias de E. coli BW25113/pl]J790/césmido en 5 ml de LB suplementado con
cloranfenicol (25 pg/ml) para mantener el plasmido plJ790 y con los antibiéticos de seleccién del

c6smido. Incubar a 30 °C (para no perder el plasmido plJ790) durante 14-16 horas.

#¥ Inocular con 1 % del preinéculo 100 ml de SOB suplementado con 2 ml de MgSO, 1 M +
MgCl> 1 M (concentracién final 40 mM), cloranfenicol (25 pg/ml), los antibiéticos de seleccién del
cosmido y 1 ml de L-arabinosa 1 M (concentracién final 10 mM, necesaria para inducir los genes
red). Incubar a 30 °C y 200 rpm hasta alcanzar una DOgop préxima a 0,4 (3-4 horas).

#¥ Centrifugar a 4 °C durante 5 minutos a 2000 g. Resuspender el precipitado en 20 ml de
glicerol 10 % frio (4 °C).

#¥ Centrifugar como en el paso anterior y resuspender el precipitado en 10 ml de glicerol 10 %
frio. Volver a centrifugar y finalmente resuspender en 400 pl de glicerol 10 % frio.

#¥ Mezclar 50 pl de la suspensién de células con 100-200 ng del producto de PCR. Poner la
mezcla en una cubeta de electroporaciéon de 0,2 cm fria (4 °C).

#¥ Aplicar un pulso eléctrico con el electroporador (BioRad GenePulser II) en las siguientes
condiciones: 2,5 kV, 500 Q y 10 pF, debiendo transcurrir un tiempo de paso de corriente de entre
4,5 y 4,9 milisegundos.

/¥ Anadir 1 ml de medio LB frio (4 °C) a la cubeta y transferir todo el contenido a un
microtubo de 1,5 ml. Incubar durante al menos 3 horas a 30 °C.

#¥ Sembrar en placas de medio LB suplementado con los antibiéticos de selecciéon del césmido
y apramicina (50 pg/ml). Incubar durante toda la noche a 37 °C (de este modo se perdera el
plasmido plJ790). Si se van a realizar otras deleciones en el mismo césmido con diferentes casetes
de resistencia a antibiéticos, incubar a 30 °C y afadir cloranfenicol (25 pg/ml) a las placas para
evitar la pérdida del pldsmido pIJ790.

#¥ Analizar las construcciones obtenidas mediante PCR o patrén de digestion.

#¥ Una vez comprobado que la recombinacién se ha producido eficientemente, extraer los
c6ésmidos recombinantes mediante lisis alcalina (ver apartado 2.6.1.1). Realizar la extraccién tan
pronto como sea posible porque se pueden producir reorganizaciones debido a que las células
BW25113 son altamente recombinogénicas.

Nota: En la misma colonia pueden co-existir césmidos recombinantes y césmidos silvestres. Estos tltimos se
perderédn durante la transformacién a la siguiente cepa de E. coli y ademas no contienen oriT, por lo que no
podrén ser transferidos a Streptomyces.

2.12.6. Transferencia del c6smido recombinante a Streptomyces
La transferencia se produce mediante conjugacion entre E. coli y Streptomyces.

* Protocolo:

¢¥ Preparar células competentes ET12567/pUZ8002 mediante el método del SEM (ver
apartado 2.11.1.1.A). Crecer en medio suplementado con kanamicina (25 pug/ml) y con

cloranfenicol (25 pg/ml), para mantener el plasmido pUZ8002 y la mutacién dam (metilacion
deficiente), respectivamente.

#¥ Transformar las células competentes ET12567/pUZ8002 con el césmido recombinante.
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#¥ Seleccionar uno de los transformantes e incubar durante la noche a 37 °C un preinéculo en 5
ml de medio LB suplementado con cloranfenicol (25 pg/ml), kanamicina (25 pg/ml) y
apramicina (50 pg/ml).

#¥ Llevar a cabo el proceso de conjugacién para transferir el césmido recombinante a
Streptomyces (ver apartado 2.11.3).

7¥ Una vez afiadida la cobertera con los antibiéticos adecuados incubar a 28 °C durante 5-6
dias.

#¥ Comprobar si se ha producido la doble recombinacién mediante la siembra en placas de
TSA suplementado con &cido nalidixico (25 pg/ml) y los antibiéticos de seleccion, donde el
fenotipo debe ser apramicina resistente y kanamicina sensible.

¢+ Realizar dos rondas de esporulacién con los antibiéticos pertinentes. En la primera ronda
sembrar en estria para obtener colonias aisladas y en la segunda amplificar a partir de una sola
colonia.

#¥ Una vez obtenidas las esporas del mutante delecionado, volver a comprobar el fenotipo
mediante siembra en TSA suplementado con los antibiéticos necesarios.

2.13. Meétodos relacionados con la extraccion y analisis de ARN

En general, y dada la facilidad con la que el ARN es objeto de procesos degradativos, asi
como la préctica ubicuidad en el ambiente de RNasas, se siguieron las precauciones clasicas
en cuanto al manejo de muestras de ARN durante la manipulacion de las mismas. Las
micropipetas empleadas se sometieron a tratamiento con el sistema inhibidor de RNasas
RNaseZap (Ambion inc.), del mismo modo que todo el material no esterilizable en autoclave.
El agua mQ y todo el material de pléstico desechable (como tubos eppendorf y puntas para

las micropipetas) fueron esterilizados dos veces consecutivas en autoclave.

2.13.1. Aislamiento de ARN total de S. tacrolimicus

Con objeto de estudiar determinados aspectos de la expresion génica de varios genes de
la agrupaciéon génica de tacrolimus, se procedié a la purificacion del ARN total de S.
tacrolimicus. Puesto que las fermentaciones de las distintas cepas de S. tacrolimicus para
detectar la produccién de tacrolimus se realizaron en medio s6lido, la extracciéon del ARN se
realiz6 a partir de micelio crecido en medio sélido, con el fin de estandarizar las condiciones
de cultivo.

Para iniciar las fermentaciones en medio sélido se parti6 de un preinéculo crecido en
matraces indentados de 500 ml conteniendo 50 ml de medio BASAm, inoculados con una
suspension de 100 ul de esporas a una concentracion final de 107 UFC/ml. El preinéculo se
incub6 durante 48 horas a 28 °C y 220 rpm, tras lo cual se sembraron 500 pl/placa en medio

de producciéon FKAm, incubando las placas a 28 °C.
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La muestra de cultivo para llevar a cabo la extraccion del ARN se tomé al cumplirse las
72 horas del cultivo, empleandose una adaptacion de un método descrito anteriormente para
Streptomyces (Tunca et al., 2007).

* Protocolo:

#¥ Recoger el micelio (crecido sobre un disco de celofan) correspondiente a un cuarto de placa.
Anadir 600 pl de RNA Protect Bacteria Reagent (Qiagen), agitar con vortex y mantener la mezcla 5
minutos a temperatura ambiente.

¥ Centrifugar la mezcla 8 minutos a 9300 ¢ y T° ambiente. Decantar el sobrenadante
asegurandose de que no queda liquido residual en el precipitado. Congelar el precipitado a -80
°C hasta el momento de hacer la extracciéon de ARN.

¢¥ Descongelar el micelio y afiadir 100 pl de lisozima a una concentracién de 15 mg/ml,
resuspendiendo mediante pequefios golpes.

¥ Incubar un maximo de 10 minutos, mezclando por inversién cada 2 minutos
aproximadamente.

#¥ Anadir 700 pl de RLT-p-Me a cada tubo. Agitar con vortex.

#¥ Transferir a tubos Lysing Matrix B con esferas de silica (qBiogen).

#¥ Colocar los tubos en un aparato FastPrep™FP120 (BIO 101) para llevar a cabo la ruptura
celular. Aplicar dos ciclos de ruptura de 30 segundos de duracién a velocidad 6,5 y separados
por un minuto de refrigeracién en hielo.

#¥ Centrifugar 1 minuto a T* ambiente para que las esferas de silica se compacten.

#¥ Recuperar el lisado y transferir a un tubo Phase Lock Gel (PLG; 5Prime) ya empaquetado.
Anadir %2 volumen de aqua-fenol (Fisher BioReagents) y 2 volumen de CIA. Agitar y

homogeneizar durante 30 segundos. Centrifugar 5 minutos a T? ambiente.
#¥ Transferir la fase superior en un nuevo tubo PLG y repetir el paso anterior.

¢¥ Transferir la fase superior a un nuevo tubo de 2 ml y afiadir etanol 100 % (volumen de
muestra multiplicado por 0,55). Mezclar pipeteando.

#¥ Afnadir 750 pl de la mezcla a una columna de purificacién RNeasy Mini Spin Columns
(Qiagen) y centrifugar durante 15 segundos a 9300 g. Descartar el eluido y volver a pasar el resto
de la mezcla. Centrifugar durante 15 segundos a 9300 g.

/¥ Anadir sobre la membrana de la columna 350 pl de tampén RW1 (Qiagen). Centrifugar
durante 30 segundos a 9.300 g y descartar el eluido.

#¥ Anadir 80 pl de la solucién de DNasal (Quiagen) sobre la membrana de la columna e
incubar 30 minutos a 30 °C. Afiadir 100 pl de RW1. Dar un pulso de centrifugacion.

#¥ Repetir el paso de digestién afiadiendo 80 ul de la solucién de DNasa I sobre la membrana

de la columna,incubando otros 30 minutos a 30 °C.

/¥ Anadir 350 pl de RW1, dejar 5 minutos y centrifugar 15 segundos a 9300 g. Descartar el
eluido en el tubo de coleccion.

#¥ Cambiar el tubo colector. Aniadir 500 pl de tampén RPE (Qiagen). Centrifigar 15 segundos a
9300 g. Descartar el eluido.

#¥ Anadir 500 pl de tampén RPE. Centrifigar 2 minutos a 9300 g para secar la membrana.

7¥ Transferir la minicolumna a un tubo eppendorf nuevo de 1,5 ml
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#¥ Anadir 50 pl de agua mQ directamente sobre la membrana y dejar 1 minuto. Centrifugar 1
minuto a 9.300 g para eluir el ARN.

#¥ Transferir el ARN tras la elucién a un eppendorf de 0,5 ml.
¥ Anadir 1 pl de DNasa (Ambion). Incubar 30 minutos a 37 °C.

#¥ Inactivar la DNasa afiadiendo 0,2 vol del inactivador (Ambion). Mezclar durante 2-3 veces
durante los dos minutos de la incubacion. Centrifugar 1,5 minutos a 16000 g. Trasferir a un nuevo

tubo, con cuidado de no remover la resina (inactivador).
#¥ Cuantificar la concentracién de ARN y determinar su integridad (ver apartado 2.14.2).

£+ Conservar la muestra de ARN a -80 °C.

Nota: Las columnas RNesay mini spin, asi como los tampones RLT, RW1 y RPE estan incluidos en el kit
comercial RNeasy™ Mini Kit (Qiagen).

 RLT-B-Me: Anadir 10 ul de B-Mercaptoetanol por cada 1000 ul de RLT

I Solucién de DNasa I (Quiagen): Anadir 10 ul de DNasa I a 70 ul de RDD

2.13.2. Valoracion de la concentracion, pureza e integridad del ARN
2.13.2.1. Concentracion y pureza del ARN

Al igual que en el caso del ADN (ver apartado 2.7.3), la concentracion y pureza de las
muestras de ARN fueron evaluadas con la ayuda de un espectrofotémetro NanoDrop ND-
1000 (Thermo Scientific), teniendo en cuenta en esta ocasién que la absortividad especifica
para el ARN tiene un valor de 40 pg/ml, y que en el caso de la pureza, ésta se considera
6ptima cuando el valor del cociente Azeo,280 se encuentra entre 1,9 y 2,1 (Sambrook y Rusell,

2001).

2.13.2.2. Integridad del ARN

Se midi6 la integridad del ARN en un equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies)
utilizando los chips incluidos en RNA 6000 Nano LabChip® kits (Agilent). Este sistema permite
la separacion del ARN segtin su peso molecular mediante una electroforesis que tiene lugar
en microcanales, detectando los fragmentos a través de fluorescencia inducida por laser
(Mueller et al., 2000). El resultado se expresa en forma de un electroforetograma, donde cada
pico se corresponde con un fragmento de ARN, siendo el area de cada pico proporcional a la
cantidad de ARN de ese tamafio. El aparato es capaz de transformar este electroforetograma
en una imagen similar a la que se obtendria en un gel, pudiendo observarse bandas que se
corresponderian con cada pico del electroforetograma y, por tanto, con cada fragmento de
ARN presente en la muestra.

El bioanalizador expresa la integridad del ARN a través del ntimero RIN (RNA Integrity
Number), calculado mediante la aplicacion informatica suministrada con el equipo a través de
un algoritmo, que no sélo tiene en cuenta la relacion entre las bandas ribosomales 23S y 16S,

en el caso de las bacterias, sino que también considera otros pardametros, como la intensidad
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y cantidad de otros picos presentes en la muestra (Schroeder et al., 2006). El RIN varia entre

un valor de 10 (muestras sin ninguna degradacién) y 1 (muestras totalmente degradadas).
Para medir la integridad de las muestras en el bioanalizador se siguieron las

indicaciones del fabricante, analizando 50-500 ng de ARN, previamente cuantificado

mediante NanoDrop.

2.14. Técnicas aplicadas en el andlisis de la expresion génica

El anélisis de la expresion génica se realiz6 mediante RT-PCR (Reverse Transcription PCR)
a tiempo real. Esta técnica permite la cuantificacion relativa de las diferencias de expresion

de un determinado gen en la cepa silvestre y los mutantes.

2.14.1. RT-PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR)

En esta técnica, la retrotranscripcion del ARN a ADNc se combina con la amplificacién
posterior del ADNc mediante una PCR a tiempo real. Esta variante de la PCR se basa en la
deteccién y cuantificacion simultdnea de la fluorescencia emitida por los productos de PCR a
lo largo de todo el proceso de amplificacion (Higuchi et al., 1993).

En este trabajo, las reacciones de RT-PCR a tiempo real se realizaron en dos pasos, de
manera que la retrotranscripcion y la posterior reacciéon de amplificacion del ADNc se
llevaron a cabo en dos fases y tubos diferentes. Como marcador del producto amplificado se
utilizé SYBR® Green (Applied Biosystems), fluoréforo que sélo emite fluorescencia al unirse a
ADN de doble cadena, siendo la cantidad de fluorescencia emitida durante una reaccion de
PCR proporcional a la cantidad de producto amplificado. Debido a que el SYBR® Green se
une a cualquier molécula de ADN de doble cadena, es muy importante que en la reaccion de
PCR no se amplifiquen productos inespecificos ni se formen dimeros de oligonucleétidos.

El disefio de los cebadores se llevé a cabo de manera que amplificasen fragmentos de
entre 100 y 200 pb cercanos al extremo 5 del ARNm que se deseaba amplificar. Se intento
que la complementariedad de los cebadores fuera lo menor posible para evitar la formacién
de dimeros de oligonucleétidos, los cuales disminuyen la eficiencia de la amplificacién y

alteran los resultados al producir un aumento inespecifico de la fluorescencia.

2.14.1.1. Retrotranscripcion

La sintesis de ADNCc se llevé a cabo empleando la retrotranscriptasa SuperScript™ III
(Invitrogen), utilizando como molde una cantidad de ARN que vari6é entre 0,5 y 3ug. La
retrotranscripcion se llevé a cabo con hexanucleétidos al azar (Random Primers, Invitrogen) a

una concentracion final de 12,5 ng/ ul.
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* Protocolo:

#¥ Mezclar los cebadores, el ARN molde y los dNTPs (concentracion final de 0,5 mM) y afiadir

agua hasta completar un volumen final de 14 pl.

¥ Incubar a 70 °C durante 5 minutos e inmediatamente enfriar a 4°C durante un tiempo
minimo de 1 minuto.

#¥ Anadir 4 pl de Tampoén 5X, 1 ul de DTT 0,1 M y 1 ul de retrotranscriptasa (200 unidades).

Mezclar con la pipeta.
#¥ Incubar durante 1 hora a 55 °C.
#¥ Inactivar la retrotranscriptasa incubando a 70 °C durante 15 minutos.

#¥ Guardar el ADNc a 4 °C si va a usarse en las siguientes 48 horas. Si no es asi, almacenar a

-20 °C hasta el momento de su uso.

* Soluciones:

kb Tampon 5X y DTT 0,1 M: Suministrados junto a la retrotranscriptasa SuperScript™ II1.

2.14.1.2. PCR atiempo real

La amplificacion y cuantificacion del ADNc mediante PCR a tiempo real se realiz6
usando SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), en un termociclador
StepOnePlus™ (Applied Biosystems).

Las reacciones se prepararon de acuerdo a las recomendaciones del fabricante, en un
volumen final de 20 pl. Como molde se utilizaron 2 pul de ADNc sintetizado del modo
indicado en el apartado anterior y que, segin el gen analizado, se utiliz6 sin diluir o diluido
de 2 a 10 veces, de manera que el inicio de la amplificaciéon del producto se detectara entre
los ciclos 15 y 25. La concentraciéon de oligonucleétidos se optimizé para cada pareja, de
manera que se obtuviera la mayor amplificacion de producto especifico, en el menor Ct, y sin
formaciéon de dimeros de oligonucleétidos. Para la mayoria de los cebadores la concentracion
6ptima fue de 300 nM.

Para comprobar que en las muestras de ARN no existia contaminacién con ADN, se
llevaron a cabo controles negativos donde se sustituyé el ADNc molde por ARN. La
deteccion de producto especifico de amplificacion en estas reacciones de PCR solo puede ser
debido a la presencia de ADN contaminante en las muestras de ARN.

El programa de amplificacién que se aplicé se muestra a continuacién:

Temperatura Tiempo
Activacion de la polimerasa 50 °C 2 minutos
Desnaturalizacion inicial 95 °C 10 minutos
PCR (40 ciclos)
Desnaturalizacion 95 °C 15 segundos

Hibridacion/Extension 60 °C 1 minuto
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En todos los casos, finalizado el programa de amplificacién, se llevé a cabo una curva de
disociacién para detectar la posible amplificacién de productos inespecificos o la formaciéon
de dimeros de oligonucleotidos. La ausencia de dimeros y contaminantes se confirmé
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% del producto final.

La determinacién de la linea base asi como del ciclo umbral se llevé a cabo mediante la
aplicacion informatica suministrada junto a termociclador (StepOnePlus™ Sofware, version

1.2.3, Applied Biosystems).

2.14.1.3. Cuantificacion de la expresion génica

La cuantificacién del producto durante una PCR a tiempo real debe producirse en la fase
exponencial de amplificacién antes de que los componentes de la reaccién comiencen a ser
limitantes, ya que s6lo entonces la cantidad de producto amplificado es proporcional a la
cantidad de molde inicial (Bustin, 2000). Debido a esto, la mayoria de los métodos de
cuantificacion se basan en la determinacién del ciclo umbral o Ct (threshold cicle), definido
como el ciclo en el cual la fluorescencia debida al producto sobrepasa el umbral de la
florescencia basal.

La cuantificacion relativa de las diferencias de expresiéon de un gen diana entre dos
cepas se realiz6 a través del modelo matematico descrito por Pfaffl (2001). Este método
requiere la co-amplificaciéon de un gen de referencia cuya expresiéon no muestre diferencias
entre las cepas analizadas, permitiendo compensar pequenas variaciones en la cantidad de
ARN molde presente en las reacciones, originadas por errores en la cuantificacién y pipeteo
de las muestras y difiere del método del AACt (Livak y Schimittgen, 2001), en que este tltimo
no tiene en cuenta el valor de la eficiencia de la reaccién de PCR que se obtiene a partir de la
curva standard realizada a partir de diluciones seriadas de ADNg (Pfaffl, 2001). Como gen
de referencia se emple¢ el hrdB, el cual codifica un factor sigma de expresioén constitutiva en
Streptomyces (Buttner et al., 1990).

En la ecuacién de Pfaffl, la cuantificacion relativa (R) del gen diana (objeto de estudio)
se calcula en base a la eficiencia (E) y la desviacién del Ct de una muestra desconocida (en
nuestro caso el mutante) frente al control (cepa silvestre) y expresado en comparacién con el
gen de referencia, en nuestro caso hrdB (Pfaffl, 2001).

(Ed' )ACtdiana(control—mutante)
lana

- ACt control-mutante
(Ereferencia) ~ reft )

Valores relativos de expresion superiores a 1 indican que la expresién del gen analizado
se encuentra sobreexpresado en la cepa mutante, mientras que valores inferiores a 1 indican

la represioén del gen en la cepa mutante.



Materiales y Métodos

La eficiencia de amplificacion de los cebadores empleados debe encontrarse préxima al
100%. La eficiencia de cada pareja de oligonucleétidos se determiné amplificando diluciones
seriadas (1:4) de ADN genémico (6 diluciones diferentes, cada una de ellas amplificadas por
triplicado), y midiendo la pendiente de la recta resultante de la representaciéon los Ct
obtenidos frente al logaritmo de la concentracion de ADN. Se consideraron como vélidos
valores de pendiente comprendidos entre -3,6 y -3,1, que se corresponden con una eficiencia

del 90-100%.

2.15. Analisis de la produccién de tacrolimus

2.15.1. Tratamiento de las muestras de fermentacion
Para conseguir una concentracion de tacrolimus mas alta, se procedié a la optimizacion
del proceso de fermentacion en medio sélido para S. tacrolimicus (ver apartado 3.2.7.2).

*  Extraccion de tacrolimus con acetato de etilo

* Protocolo:

¢+ Recoger el micelio crecido sobre el disco de celofdn correspondiente a 8 placas en un tubo
Falcon de 50 ml (pesado previamente para la posterior determinacién del peso seco) y afiadir el
mismo volumen de acetato de etilo grado HPLC.

/¥ Agitar vigorosamente durante 10 minutos y centrifugar a 3500 g durante 10 minutos.

Transferir el sobrenadante a un tubo Falcon nuevo.

¢¥ Afadir un volumen de acetato del etilo al micelio precipitado y agitar durante 10 minutos.

Centrifugar igualmente a 3500 g durante 10 minutos y juntar con el anterior.

#¥ Concentrar la muestra en un rotavapor (Biichi® R-20), hasta la completa evaporacion del
disolvente.

#¥ Resuspender la muestra en 150 pl de metanol grado HPLC: agua mQ (1:1; v:v).

#¥ Reservar 50 pl para la realizacién del bioensayo dejando el resto para su analisis mediante
HPLC.

* Determinacion del peso seco

* Protocolo:

7+ Pesar el tubo Falcon de 50 ml en el que se va a realizar la extraccién de tacrolimus con
acetato de etilo.

#¥ Tras la extraccion (ver apartado anterior), secar los tubos con el precipitado a 80 °C hasta
que el peso sea constante, en unas 48 horas.

#¥ Pesar los tubos con el micelio seco y restar el peso del tubo Falcon.
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2.15.2. Cuantificacion de tacrolimus

> Bioensayo

El bioensayo permite detectar la presencia de un determinado compuesto gracias a su
actividad biolégica, por lo que al crecer en medio sélido un microorganismo sensible en
presencia de dicho compuesto se observaran halos de inhibicién.

El tacrolimus, ademds de ser un inmunosupresor, tiene actividad antifungica, lo que
permite medir su actividad mediante bioensayo con levaduras. Las cepas de S. cerevisiae que
normalmente se utilizan en los laboratorios no son sensibles al tacrolimus, ya que no
precisan de la calcineurina (la enzima inhibida por el tacrolimus) para el crecimiento
vegetativo. Estas cepas se pueden convertir en sensibles mediante un tratamiento con sal de
litio 0,5 M. Los bioensayos se realizaron con la cepa mutante S. cerevisize TB23, sensible a
tacrolimus (Arndt et al., 1999; Breuder et al., 1994).

* Protocolo:

#¥ Inocular medio YPD liquido con colonias de S. cerevisine TB23 obtenidas a partir de placas
de medio YPD sélido. Incubar a 30 °C en agitacion hasta que alcance una DOgpo 1,8-2,2.

#¥ Anadir 3 ml del cultivo a 60 ml de YPD estéril (1,5% de agar) previamente fundido y
mantenido en un bafio de agua a una temperatura de 42 °C. Agitar la mezcla suavemente
evitando la formacién de burbujas.

#¥ Colocar la placa en una superficie plana y verter la mezcla de YPD con la levadura sobre la
misma, procurando que el medio quede homogeneamente distribuido por toda la placa. Dejar
solidificar durante unos 20 minutos.

#¥ Realizar los pocillos con un sacabocados de 5 mm de didmetro. Colocar en cada pocillo 50
ul de muestra y dejar las placas durante 2 horas a 4 °C para permitir la difusién de la muestra.

¢¥ Incubar las placas a 30 °C para permitir el crecimiento de la levadura. A las 24 horas ya se
pueden observar los halos de inhibicién.

» Cromatografialiquida de alta resolucién (HPLC)

La determinacién cuantitativa de la produccién de tacrolimus se realizé en un equipo de
HPLC (Waters Alliance®). Como control se utilizé tacrolimus puro (cedido por Antibioticos
SA), disuelto en metanol (50 %) a una concentracion final de 1 mg/ml.

El sistema de Waters Alliance HPLC esta equipado con una columna XBridge™ C18 (2,1 mm
x 150 mm, 3,5 um tamafio de particula) y la cuantificacién se realiz6é a una temperatura de 50
°C (Goranovic et al., 2010). La separacion se realizé con un método isocratico con la siguiente
fase movil: A: 4cido trifluroacético (TFA) al 0,01 % en agua; B: acetonitrilo y C:
Metilterbutileter, en proporcion 65:28:7. El flujo fue mantenido a 0,5 ml/min y la deteccién

de tacrolimus se realiz6 a una longitud de onda de 210 nm.
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2.16. Analisis informatico

A lo largo de todo este trabajo se emplearon diversas herramientas informaéticas
especificamente disefiadas para el manejo de informacién biolégica.
@ El anadlisis y tratamiento rutinario de las secuencias de ADN se realizé mediante el
paquete informatico Vector NTI Advance™ (Invitrogene™).
@ Las comparaciones de secuencias de ADN y proteinas con las bases de datos
disponibles se llevaron a cabo con la ayuda del programa BLAST, disponible online en
el European Bioinformatic Institute, EBI (www.ebi.ac.uk) y en el National Center of

Biotechnology Information, NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

@ Para el disefio de los oligonucleétidos se emple6 el paquete informético Vector NTI

Advance™ (Invitrogene™) y el programa PRIMER3 Plus (www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi/).

@ Para el célculo de similitud entre dos secuencias se utiliz6 el algoritmo EMBOSS

Pairwise Alignment Algorithms (www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/).

@ Para el editado de secuencias como obtener la secuencia reversa y complementaria,

entre otros, se empleo el software DNASTAR (www.dnastar.com).

@ Para los andlisis de las reacciones de PCR a tiempo real se empled el software
StepOne™ (Applied Biosystems®).

Diversos recursos de internet han sido de gran utilidad, especialmente las bases de datos:
1. EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk).

2. GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/).

3. PubMed (www.ncbinlm.nih.gov/pubmed/).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/
http://www.dnastar.com/
http://www.ebi.ac.uk/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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3.1. Secuenciacion de la agrupacion génica de tacrolimus en S.
tacrolimicus

Al inicio de este trabajo inicamente se encontraban secuenciados los 8 genes centrales
de la agrupacion génica de la biosintesis de tacrolimus (Figura 3.1). Dichos genes fueron
secuenciados a partir de la cepa Streptomyces sp. MA6548. Por otro lado, también habian sido
secuenciados 2 de los 8 genes en la cepa Streptomyces sp. ATCC 55098 (MA6858),
denominada posteriormente Streptomyces tacrolimicus (Martinez-Castro et al., 2011), objeto de
estudio de este trabajo. De dicha cepa se disponia de la secuencia de los genes fkbA y fkbB,
codificantes de 2 de las 3 PKSs implicados en la formacién de tacrolimus. La tercera PKS,
codificada por el gen fkbC, se encontraba totalmente secuenciada (Motamedi y Shafiee, 1998),
pero a pesar de disponerse del niimero de acceso, su secuencia no estaba disponible en las
bases de datos. Otros genes secuenciados eran: fkbP, que codifica una péptido sintasa
especifica de pipecolato; fkbO, cuyo producto esta implicado en la sintesis de la unidad
iniciadora 4,5-dihidroxiciclohexenilcarboxilico (DHCHC); y fkbL, codificante de una lisina
ciclodesaminasa, cuya secuencia tampoco estaba disponible en las bases de datos a pesar de
disponerse del teérico n° de acceso (Motamedi y Shafiee, 1998). Por ultimo, estaban
caracterizados y secuenciados los genes situados a la derecha del cluster: fkbD, codificante
del citocromo P450 C9-hidroxilasa y fkbM, que codifica una O-metiltransferasa (Ban et al.,
2013b; Motamedi et al., 1996). En el caso de S. tacrolimicus s6lo se disponia de la secuencia de
los genes fkbD y fkbM (Motamedi et al., 1996).

Debido a que las secuencias de los genes fkbC'y fkbL no se encontraban disponibles en las
bases de datos, solo se pudo acceder a la secuencia de los 6 genes situados a la derecha de la
agrupacion.

Dada la gran complejidad del inmunosupresor tacrolimus y por comparacién con las
agrupaciones génicas de los inmunosupresores rapamicina y FK520 (andlogo C21 etilo de
FK506), era razonable esperar que la agrupacion génica de tacrolimus contuviera en la zona
adyacente a la regiéon conocida tanto genes biosintéticos atin desconocidos como genes
reguladores. Por tanto, era necesario completar la secuenciacion de toda la agrupacién con el
fin de conocer la totalidad de los genes implicados en la biosintesis y regulacion de
tacrolimus para su posterior estudio.

Para proceder a la secuenciaciéon complementaria de la agrupaciéon de los genes de
biosintesis de tacrolimus en S. tacrolimicus se utilizaron distintos césmidos contenedores de
las regiones de interés. Para ello inicialmente se llevé a cabo la organizaciéon de la genoteca

de una manera piramidal.
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fkbD
fkbC fkbB fkbO  fkbP fkbA FkbM

e e e e )

Figura 3.1. Representacién grafica de la regioén central de la agrupacion génica de biosintesis de FK506. Los
genes delineados con lineas discontinuas representan los genes cuya secuencia no se encontraba disponible en las
bases de datos a pesar de disponerse de su niumero de acceso.

3.1.1. Organizacién de la genoteca

Debido a que los métodos clasicos de rastreo de genotecas son, en su mayoria, muy
laboriosos, fue necesario desarrollar un sistema que facilitara el rastreo, permitiendo la
identificacion de los cosmidos de interés de una manera rapida y eficaz (Martinez-Castro et
al., 2009). En nuestro laboratorio se disponia de una libreria génica de S. tacrolimicus y S.
tsukubaensis de 1656 clones cada uno de ellos, organizados en placas de microtitulacion de 96
pocillos.

Segun la ecuacion de Clarke y Carbon (1976) la representatividad de una libreria génica
viene dada por la siguiente férmula:

_In(1-P)
In(1-1)
Siendo N el namero de clones necesarios, P la probabilidad de que estén representadas todas
las secuencias del genoma y f el cociente entre el tamafio medio de los insertos de ADN
clonados y el tamafio total del genoma.

El tamafio del genoma de ambas especies de Streptomyces se estimé en 8700 kb,
realizando dicha estimacién a partir del tamafio de los genomas de Streptomyces conocidos en
el momento de la realizacion de la genoteca (S. coelicolor, S. avermitilis y S. griseus subsp.
griseus). Ya que el tamafio medio de los insertos que son incorporados en el césmido
SuperCosl es de 37,5 kb (Redenbach et al., 1996), para que los genomas de S. tacrolimicus y S.
tsukubaensis estén representados con un 99,9% de probabilidad se necesitan 1600 clones. Por
lo tanto, la ordenacién de 1656 clones constituye una genoteca representativa de cada uno de
los genomas.

La organizacion de la genoteca se hizo del siguiente modo:

1) Se cultivaron 1700 clones de manera individual en 1 ml de medio TB suplementado con

ampicilina (100 pg/ml) en microtubos de 1,5 ml a 37 °C en agitacién durante 20-24 horas.

2) Posteriormente, a cada tubo se le afadieron 350 pl de glicerol al 80 % (concentracién

final 20%) y fue etiquetado con la posicién ocupada en la correspondiente placa de
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microtitulacién. Del cultivo de cada microtubo se dispensaron 350 pl en la posiciéon
correspondiente de la placa de microtitulacién, dejando las cuatro esquinas libres para
controles:

Al : ADNtde S. tacrolimicus o de S. tsukubaensis (50 ng/ ul)

A12: ADN del c6smido SuperCos 1 (5 ng/ ul)

H1 : Cultivo en medio LB de E. coli XL1-Blue

H12: Cultivo en medio LB de E. coli DH5a transformada con SuperCos 1

3) Los clones pertenecientes a grupos de 6 placas diferentes (1 a 6, 7 a 12 y 13 a 18) se
mezclaron en una tnica placa llamada Master Parcial. En cada posicién de esta placa se
afiadieron 50 pl de los cultivos que ocupan la misma posicién en las placas individuales,

disponiéndose de un volumen final de 300 pl, correspondientes a la mezcla de 6 clones.

4) Por ultimo, las tres placas Master Parcial se agruparon en una tnica placa llamada Méster
Total, lo que nos permite tener la totalidad de los clones de la genoteca en una sola placa
pero colocados en posiciones concretas de la misma. La placa Méaster Total se obtuvo
mezclando 100 pl de los pocillos que ocupan posiciones equivalentes en cada placa Méster
Parcial, resultando en una mezcla de 18 clones por posicion. Se realizaron 3 réplicas, tanto

de las placas Master Parcial como de la placa Master Total, a modo de reserva (Figura 3.2).

1.PLACAS
INDIVIDUALES

7-12 13-18

2.PLACAS
MASTER PARCIAL

MP1, MP 2, MP 3 MP 4, MP 5, MP 6 MP 7, MP 8, MP 9

3.PLACAS
MASTER TOTAL

MT1, MT 2, MT 3

RASTREO
lPCR

~ N

= 3

Figura 3.2. Esquema de la organizacion piramidal de una libreria génica en placas de microtitulacién. 1) Los

1656 clones se cultivaron de manera individual y se colocaron en diferentes posiciones de las 18 placas de
microtitulacién. 2) Los clones pertenecientes a grupos de 6 placas se mezclaron de manera ordenada en una sola
placa, denominada Master Parcial (MP). 3) Las tres placas Master Parcial se mezclaron en una sola placa, Méster
Total (MT). En la parte inferior de la figura se representa el modo de rastreo de la genoteca, mediante PCR.
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El resultado final de la organizacién comprende 1656 clones colocados de manera
individual en 18 placas de microtitulacién y en los correspondientes microtubos de 1,5 ml
donde se realiz6 el cultivo (reserva de cada clon), 3 placas Master Parcial con una mezcla de
6 clones por posicién y 1 placa Master Total con una mezcla de 18 clones por posiciéon. Todo

este material se conservo a -80 °C.

3.1.2. Rastreo de la genoteca mediante la técnica de PCR
3.1.2.1. Disefio de oligonucledétidos especificos

El objetivo del rastreo de la genoteca fue localizar los césmidos que contienen los genes
de biosintesis de la agrupacion génica de tacrolimus. Debido al gran tamafio de la
agrupacion génica (cercana a 90 kb) se realizaron 3 rastreos: uno para la region “derecha”,
otro para la regién “izquierda” y otro para la central. Por simplicidad en las secciones
siguientes nos referiremos a la region anterior (57) y posterior (3°) de la agrupacién génica tal
como se representa en la Figura 3.1 como region “izquierda” y regién “derecha”.

El rastreo de la genoteca se realiz6 mediante la técnica de PCR. Para la zona derecha se
disefiaron dos parejas de oligonucleétidos a partir de la secuencia de los genes fkbD y fkbM
de tacrolimus de S. tacrolimicus: fkb1-fkb2, que anillan internamente en el gen fkbD dando un
producto de amplificaciéon de 356 pb, y fkb3- fkb4, que amplifican una regién de 1229 pb
correspondiente a los genes fkbD y fkbM. Se realiz6 una PCR utilizando como ADN molde el
ADN genémico total de S. tacrolimicus y como enzima de amplificaciéon la Taq polimerasa.
Los productos de amplificacion de la PCR se clonaron en el plasmido pGEM®-T Easy
obteniendo los plasmidos pGEMT-fkbD y pGEMT-fkbDM, respectivamente. Se comprobaron
los distintos clones por patrones de digestién, obteniéndose varios positivos que fueron
secuenciados con los oligonucleétidos universales F (forward) y R (reverse). Tras analizarse
las secuencias se comprobé que todos los clones con la construccién pGEMT-fkbDM habian
incorporado el fragmento de 1229 pb, seleccionando uno de ellos para su posterior uso como
sonda.

En el caso de la construccion pGEMT-fkbD ningtn clon presentaba la secuencia
esperada. Debido a que ambas construcciones tenian clonados un fragmento de la regién

derecha, se decidi6 utilizar la pareja de cebadores fkb3-fkb4 para el rastreo de la genoteca.

Para el rastreo de la zona izquierda se siguié una estrategia distinta. Los genes fkbC y
fkbL estaban secuenciados y caracterizados segtn la bibliografia (Motamedi y Shafiee, 1998),
pero su secuencia no esta actualmente disponible en las bases de datos. Se disefiaron 2
oligonucleétidos degenerados, fkb5 y fkb6, a partir de las zonas conservadas de los genes

fkbL (ortélogo implicado en la sintesis de FK520) y rapL (ort6logo implicado en la sintesis de
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rapamicina), esperando una amplificacién de 788 pb. Tras realizar multiples reacciones de
PCR, probando distintas temperaturas de anillamiento, polimerasas y condiciones de
reaccion, no se obtuvo la banda deseada. Por ello se disefid6 una nueva pareja de
oligonucleétidos degenerados, fkb7-fkb8, que amplifican un fragmento de 680 pb y la banda
obtenida se clon6 en pGEM®-T Easy. En este caso obtuvimos 7 colonias positivas por
patrones de digestién y tras el andlisis de las secuencias obtenidas con los cebadores
universales F y R se comprobé que uno de los clones presentaba la construccion correcta, a la
que se llamé pGEMT-fkbL. A partir de la banda secuenciada de 680 pb, y ya con la secuencia
propia de fkbL de S. tacrolimicus, se disefi6 una nueva pareja de oligonucleétidos, fkb9-fkb10,
cuyo producto de amplificacion era de 552 pb. Esta pareja de cebadores especificos fue la
usada para el rastreo de la genoteca.

Los fragmentos obtenidos de las amplificaciones por PCR con los oligonucleétidos
especificos fkb3-fkb4 (amplificacion parcial de los genes fkbD y fkbM) y tkb9-fkbl10
(amplificacion parcial de fkbL) se utilizaron como sondas para la hibridacion tipo Southern y
comprobar asi que no daban duplicidad de banda, confirmando lo obtenido por PCR (Figura
3.3).

Finalmente, para el rastreo de la zona central de la agrupaciéon génica se utilizaron los
oligonucleétidos denominados fkbO1 (utilizado también en el rastreo de la genoteca de S.
tsukubaensis) y fkbO2-St disefiados a partir de la secuencia del gen fkbO de la agrupacion
génica de tacrolimus de la cepa Streptomyces sp. MA6548. El producto de amplificacion
esperado era de 754 pb. Tras comprobar que la amplificacién era especifica, se utilizaron

dichos cebadores para el rastreo de la zona central.

A) B)
BamHI Kpnl EcoRI Kpnl
‘ ——
- e d
_——
-
-

Figura 3.3. Analisis mediante Southern del ADN genémico de S. tacrolimicus. A) Southern utilizando como
sonda parte de los genes fkbD y fkbM. Carril 1, ADN del fago A digerido con la enzima de restricciéon HindIII;
carril 2, ADNg digerido con BamHI; carril 3, ADNg digerido con Kpnl. B) Southern utilizando como sonda parte
del gen fkbL. Carril 1, ADN del fago A digerido con la enzima de restriccién HindIIL; carril 2, ADNg digerido con
EcoRI; carril 3, ADNg digerido con Kpnl.
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3.1.2.2. Rastreo de la genoteca

La técnica de PCR permite realizar el rastreo completo de la placa Méster Total en muy
poco tiempo (horas). Para la realizaciéon de este rastreo se colocé en una placa de 96 pocillos
la mezcla de PCR sin ADN molde y se transfirié aproximadamente 1 pl de los cultivos de la
placa Méster Total mediante un replicador de 96 puntas (pequefias gotas de las soluciones de
los cultivos se quedan adheridas a las puntas por tensién superficial). El programa de PCR se
realizé con un tiempo mas largo de desnaturalizacién inicial (10 minutos) con el objetivo de
asegurar la rotura de las células de E. coli hospedadoras de la genoteca. El resultado de las 96
reacciones de PCR se analiz6 mediante electroforesis en agarosa.

« Rastreo de lareqgidn derecha de la agrupacion

Inicialmente se realizé el rastreo de la genoteca de la regién derecha de la agrupacion
génica de tacrolimus con los oligonucledtidos fkb3 y fkb4. Tras la reaccion de PCR de la
placa Master total, se obtuvieron 5 reacciones positivas correspondientes a las posiciones D1,
D12, E2, F7 y G6. En la placa Master total, cada pocillo de la placa de microtitulacién se
corresponde con una mezcla de 18 clones. Por ejemplo, la posicion D12, seria una mezcla de
los 18 clones individuales ocupando la posicién D12 en sus respectivas placas individuales.
Para facilitar la identificacion de los clones positivos, se realizé una nueva PCR a partir de las
placas Master Parciales MP1, MP4 y MP7 (la placa MP1 contiene los 6 clones por posicién de
las placas individuales de la 1 a 6, la MP4 de la 7 a la 12 y la MP7 de la 13 a la 18), pero ya
tnicamente de las posiciones D1, D12, E2, F7 y G6. Tras la realizacion de las reacciones de
PCR, obtuvimos bandas positivas en la placa MP4 para D12, E2, F7 y G6. En el caso de D1 no
se obtuvo ninguna banda positiva en ninguna de las placas MP.

Para llegar a las colonias individuales portadoras de los césmidos de interés, se realizo
una nueva PCR utilizando como molde los cultivos de las posiciones D12, E2, F7 y G6 de las
placas individuales de la 7 a la 12, obteniendo los clones positivos 12-D12, 9-E2 y 10-F7
(denominados a partir de ahora c6smidos D, E y F); el 1er namero hace referencia a la placa
individual, placas 12, 9 y 10, respectivamente, y la secuencia letra-nimero hace referencia a
la posiciéon concreta en la placa de microtitulacion. Para comprobar que los césmidos
positivos contenian la region de interés se realiz6 la secuenciacion de los extremos de los
cosmidos utilizando los oligonucleétidos universales T3 y T7. De este modo, el césmido D
dio homologia con el gen fkbA (empleando el cebador T3) y una deshidrogenasa (empleando
el cebador T7). El césmido E con fkbB (T7) y una glicosil hidrolasa (T3) y el césmido F con
fkbB (T3) y una endo-1,3-beta-glucanasa (17).
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En el caso del césmido D, a pesar de que la secuencia de uno de los extremos nos daba
homologia con una region interna al gen fkbA, se observé que dicho c6smido presentaba una
reorganizaciéon interna ya que a partir de un determinado punto en el proceso de
secuenciacion nos produjo diferencia de secuencia respecto a los otros césmidos,
coincidiendo dicho punto con una diana para la enzima Sau3A (enzima utilizada para
obtener la genoteca). La posicion de los césmidos respecto a la agrupacion génica de
tacrolimus se representa en la Figura 3.4.

K/

<+ Rastreo de lareqién izquierda de la agrupacion

Del mismo modo se realizo6 el rastreo de la genoteca para localizar la zona izquierda de
la agrupaciéon génica de tacrolimus (fkbL). El rastreo se llevé a cabo con los cebadores fkb9 y
tkb10 y se detectaron 2 clones positivos 5-D1 y 1-D8 (denominados a partir de ahora
c6smidos D1 y D8).
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Figura 3.4. Representacién esquematica de la agrupacion génica de tacrolimus de S. tacrolimicus. Las flechas
indican la parte de la secuencia de la agrupaciéon clonada en cada césmido. Las flechas de trazo continuo
corresponden a los césmidos que contienen la zona derecha de la agrupacién, las flechas de trazo discontinuo
indican los c6smidos que contiene la zona izquierda de la agrupacién y la flecha punteada corresponde al
césmido obtenido durante el rastreo de la zona central de la agrupacién. El tramo final punteado al final de las
flechas indica que la secuencia clonada en los césmidos no finaliza en los limites de la agrupacién, aunque al no
disponerse de la secuencia completa del genoma de S. facrolimicus no se puede determinar su extension. El
tamafio de los genes estd representado a escala y la nomenclatura se corresponde a la asignada en este trabajo.
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Los extremos del césmido D8 dieron homologia con fkbB (T3) y una 3-oxoacil-(acil-
carrier-protein) reductasa (IT7). En el caso del césmido D1 ninguno de los extremos dio
homologia con genes biosintéticos de FK506, a pesar de contener el gen fkbL y los adyacentes
(comprobado mediante secuenciacién), lo que puede deberse a una reorganizaciéon durante
la construccién de la genoteca.

Posteriormente en el proceso de la secuenciacién de la zona izquierda de la agrupacion
génica de tacrolimus y tras secuenciar todo el inserto del césmido D8, se realiz6 un nuevo
rastreo de la genoteca con el fin de continuar con la secuenciaciéon de la agrupacién génica
hacia la izquierda. Se disefiaron una nueva pareja de oligonucleétidos, orfB1 y orfB2, que
amplifican una banda de 973 pb correspondiente al gen orfB, gen identificado en el proceso
de secuenciacién (ver mds adelante). En este caso, tras el rastreo de la genoteca por PCR se
obtuvieron 5 clones positivos: 15-B12, 1-D8, 5-E7, 13-E12 y 11-G7 (denominados B, D8, E7,
E12 y G7). El césmido 1-D8 es el mismo cé6smido que obtuvimos en el primer rastreo de los
genes de la zona izquierda de la agrupacion. Tras la secuenciacion de los extremos, el
c6ésmido B presenté homologia con un citocromo p450 (extremo T3) y una policétido sintasa
(extremo T7); el césmido E7 mostr6 homologia con una policétido sintasa (T3) y una
metiltransfera (T7); el césmido E12 presenté homologia con un citocromo p450 (T3) y con
una glutamina sintetasa (17); y por dltimo el césmido G presenté6 homologia con una
policétido sintasa (T3) y una adenilsuccinato sintetasa (T7) (Figura 3.4). Para la secuenciacion
de esta zona inicialmente se utilizaron los 5 césmidos de manera aleatoria, realizandose
siempre al menos dos lecturas de cada zona usando dos moldes distintos (dos césmidos). De
esta manera nos aseguramos de que las secuencias obtenidas en el proceso de secuenciacién
eran correctas. Sin embargo durante el proceso de secuenciaciéon se observé diferencia de
secuencia de los c6smidos B y G respecto a los demas, por tanto se continué la secuenciaciéon
con los c6smidos E7 y E12.

K/

«+» Rastreo de lareqién central de la agrupacion

Con los c6smidos encontrados en el primer rastreo de la genoteca no se consiguié cubrir
todos los genes de la agrupacion génica de tacrolimus, quedando un hueco tedrico de 3271
pb interno al gen fkbB, por lo que fue preciso realizar un nuevo rastreo de la zona central de
la agrupacion.

Para localizar los césmidos que contienen la zona central se utilizaron los
oligonucleétidos fkbO1 y tkbO2-St. Se obtuvieron 13 clones positivos, 16-C8, 15-D9, 15-D10,
17-D10, 9-F7, 11-F7, 3-E9, 3-F5, 4-F5, 5-F5, 2-F9, 4-F9 y 4-G6. Se secuenciaron los extremos de
8 de los c6smidos con los oligonucleétidos universales T3 y T7, observando que tinicamente

el clon 15-D9 presentaba la secuencia de la zona central de la agrupaciéon. La secuencia
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obtenida con el oligonucleétido T3 presenté homologia con el gen fkbC y la secuencia del
extremo T7 mostr6 homologia con el gen fkbA. La baja eficiencia de resultados positivos,
puesto que un unico clon de 8 analizados presentaba la secuencia buscada a pesar de que
todos ellos presentaban amplificacion especifica, puede ser debido a que la zona rastreada es
una zona altamente repetida en el genoma. Los genes codificantes de las policétido sintasas
presentan varios médulos con dominios repetidos, por lo que en esta zona puede darse una
alta tasa de recombinacion y por ello los césmidos que contienen esta secuencia estdn

probablemente en su mayoria reorganizados.

3.1.3. Secuenciacion de los cosmidos

Para la secuenciacion de los césmidos de interés se llevaron a cabo dos estrategias.
Inicialmente, se intent6 subclonar los distintos fragmentos obtenidos tras la disgestién de los
cosmidos. Sin embargo, debido al escaso éxito obtenido con esta estrategia se procedi6 a la
secuenciacion directa utilizando los c6smidos como molde partiendo de distintos puntos de
inici6 de la secuenciacion (Ver siguientes apartados).

e Subclonacién de fragmentos

Como primera estrategia para la secuenciaciéon de los fragmentos clonados en los
cosmidos de interés, se procedi6 a la subclonacion en los plasmidos pBlue-Script KS y pUC19
de los fragmentos obtenidos de las digestiones de los césmidos.

En un primer momento se digirieron los césmidos D, F, D1 y D8 con la enzima Dral,
enzima que libera el inserto clonado en el césmido Supercos I, obteniéndose 4 bandas: una
correspondiente al inserto y tres correspondientes al césmido. Se purificé la banda
correspondiente al inserto y posteriormente se digirié con distintas enzimas buscando
patrones de digestion que nos permitieran tener el césmido dividido en fragmentos de un
tamarfio adecuado para su posterior clonacién.

Inicialmente se digirieron los insertos de los c6smidos D y F con la enzima BamHI,
obteniéndose fragmentos de entre 500 y 11000 pb (cé6smido D) y de entre 400 y 10000 pb
(cé6smido F). Del mismo modo se digirieron los cé6smidos D1 y D8 con la enzima Stul,
obteniéndose fragmentos de entre 1500 y 10000 pb (c6smido D1) y 1500 y 13000 (césmido
D8). Dichas bandas se clonaron en los pldsmidos pUC19 y pBlue-Script KS digeridos con
BamHI y Stul, respectivamente. Simultaneamente se probaron distintas enzimas y
combinaciones de enzimas para obtener distintos patrones de digestién. Las enzimas que se
probaron para la digestion del cé6smido D fueron las siguientes: BamHI, EcoRI, Eco721, Kpnl,
Pstl, Poull, Notl, Stul, Sphl, Stul-Poull, Stul-Eco72I, EcoRI-Notl, EcoRI-Pstl, PstI-Notl, Kpnl-
Notl y Pstl-EcoRI-Notl. Las enzimas empleadas para la digestiéon de los cosmido F, D1 y D8
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fueron: BamHI, EcoRI, Eco721, Kpnl, Pstl, Pvull, Notl, Stul, Sphl, Stul-Poull, Stul-Eco721, EcoRI-
Notl, EcoRI-Pstl y PstI-Notl.

De todos los patrones de digestién obtenidos se seleccioné para todos los césmidos la
combinacién de enzimas PstI-Notl, que proporciona un tamafio de bandas entre 400 y 14000
pb. Los fragmentos de menos tamafio se clonaron en los plasmidos pBlue-Script y pUC19
digeridos con Pstl y Notl. De este modo se consiguié la clonacién de alguno de los
fragmentos mas pequefios, pero debido a la dificultad para clonar la mayoria de los
fragmentos decidimos cambiar de estrategia secuenciando directamente los césmidos
partiendo de distintos puntos de inicio.

e Secuenciacion desde varios Ips o puntos de iniciaciéon

Al conocer la secuencia de los extremos de los césmidos y disponer de la secuencia de
los genes de la agrupacion génica de tacrolimus fkbM (gen de secuencia conocida situado en
el extremo derecho de la agrupacién) y fkbL (gen de secuencia conocida situado en el extremo
izquierdo de la agrupacién), se procedié a la secuenciacion de los insertos en los césmidos
utilizando distintos puntos de inicio. Debido a que esta estrategia de secuenciacién implica la
utilizacién de un namero elevado de oligonucleétidos, éstos se nombraron de un modo
sencillo y ordenado. Se partié de 8 puntos de inicio para la secuenciaciéon (Figura 3.5).

Cada oligonucleétido se nombré con la consecucién de 4 nimeros:

* El 1er nimero corresponde a la cadena utilizada para el disefio de los cebadores: el 1 se

corresponde con la hebra “superior” y el 2 con la hebra “inferior”.

Serie11 Serie 14
Extremo T7 Extremo T7
c6smido D8 Serie 12 Serie13  6smidoF

—_— —_— —_— N
DONIICE OO 1 e e > e ) H)<_K)<HDTD
P 77N
< < < fkbD  fkbM <

Serie 24 Serie23 Serie 22 Serie 21
Extremo T7 Extremo T7
c6smido D8 césmido F

Figura 3.5. Representacién esquematica donde se muestran las zonas de la agrupacion génica de biosintesis de
tacrolimus donde anillan las series de oligonucledtidos disefiados para completar la secuenciaciéon de la
agrupaciéon. Los genes coloreados son los genes de secuencia conocida en el momento de la secuenciacion, los
genes en blanco son los genes obtenidos al final de la secuenciacion.
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* El 2° namero se corresponde con el punto de inicio de la secuenciacién.

Puntos de inicio de la hebra superior:

Punto 1: Secuencia obtenida a partir del extremo T7 del c6smido D8.

Punto 2: Secuencia obtenida a partir de la secuenciacién parcial del gen fkbL (con
oligonucleétidos fkb9-fkb10).

Punto 3: Secuencia obtenida a partir de la secuenciacién parcial de los genes fkbD y fkbM
(oligonucleétidos fkb3-fkb4).

Punto 4: Secuencia obtenida a partir del extremo T7 del c6smido F.

Puntos de inicio de la cadena complementaria:

Punto 1: Secuencia obtenida a partir extremo T7 del c6smido F.

Punto 2: Secuencia del extremo 3" del gen fkbB (con el fin de secuenciar el gen fkbC).
Punto 3: Secuencia obtenida a partir de la secuenciaciéon parcial del gen fkbL (con
oligonucleétidos, tkb9-fkb10).

Punto 4: Secuencia obtenida a partir del extremo T7 del cé6smido DS.

* El 3er y 4° nimero hacen referencia a la sucesion de oligonucleétidos disefiados por
posicién, empezando por el 01 en adelante. Por ejemplo, el oligonucledtido fkb2105
anilla en la hebra inferior (2), en el extremo T7 del cé6smido F (1) y es el 5° cebador (05),
disefiado a partir de la secuencia obtenida con el cebador fkb2104.

En total se disefiaron un total de 76 oligonucleétidos:

Serie 11: 1101...1120 Serie 12: 1201...1206  Serie 13: 1301....1309  Serie 14: 1401...1408
Serie 21: 2101...2108 Serie 22: 2200...2206  Serie 23:2301...2319  Serie 24: 2401...2404

De este modo se consiguié secuenciar la zona derecha (corriente abajo del gen fkbD) y la
zona izquierda (corriente abajo del gen fkbL). Para la zona central, que incluye las policétido
sintasas, se sigui6 la misma estrategia, consiguiendo tnicamente una lectura de 1 kb
correspondiente al final del gen fkbC. Esto es debido a la dificultad de disefiar
oligonucleé6tidos especificos para secuenciar los genes que codifican las policétido sintasas,
ya que dichos genes codifican proteinas modulares con dominios altamente repetidos,
presentando una gran identidad de secuencia. Las secuencias en la mayoria de los casos
presentaban doble pico de lectura, lo que indicaba que el anillamiento de los
oligonucleétidos se producia en 2 puntos distintos del ADN.

Para asegurarnos de que la secuencia obtenida era la correcta y no se habian producido
fallos de lectura en el proceso de secuenciacion se llevaron a cabo varias lecturas de la misma
zona con césmidos distintos. En un punto concreto en el proceso de secuenciacién de la

region derecha encontramos divergencia de secuencia del césmido D con el resto. Tras
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analizar dicha secuencia se observé que dicho punto de divergencia coincidia con la
secuencia de reconocimiento de la enzima Sau3A utilizada para la obtencién de la genoteca,
produciéndose la unién de 2 fragmentos Sau3A, por lo que dicho cé6smido fue descartado

para secuenciar la zona derecha de la agrupacion.

3.1.4. Andlisis informatico de la secuencia de la agrupacién génica de
tacrolimus en S. tacrolimicus

Previo a este trabajo se habian secuenciado y caracterizado tanto los genes codificantes
de las PKSs (fkbA, fkbB y fkbC), como los genes fkbL, fkbP y fkbO de la cepa Streptomyces sp.
MAG6548 (Motamedi et al., 1996; Motamedi y Shafiee, 1998).

Tras la secuenciacion de la zona derecha de la agrupaciéon génica obtuvimos 7 ORFs
nuevos denominados fkbN, fkbQ, orfV, orfWW, orfX, orfY y orfZ. En la zona izquierda
detectamos 17 ORFs nuevos, denominados fkbL, fkbK, fkb], fkbl, fkbH, fkbG, orfN, orfM, orfL2,
orfL, orfG, orfF, orfE, orfD, orfC, orfB y orfA. En total obtuvimos una secuencia nueva de
32271pb. A continuacién se describen todos los genes, agrupados en secciones acorde a su

posible funcién que desempefian en la sintesis de tacrolimus (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Representacion esquematica de la agrupacion de genes implicados en la biosintesis de tacrolimus y
de los genes adyacentes. El esquema incluye los genes presentes en las bases de datos y los secuenciados en el
presente trabajo. La linea blanca en el gen fkbG indica que dicho gen esta truncado.
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3.1.4.1. Genes implicados en la sintesis del anillo macrdlido de tacrolimus

La sintesis del policétido macroélido tacrolimus es llevada a cabo por una PKS modular
de tipo I. La PKS de tacrolimus es un complejo enzimatico codificado por tres genes (fkbA,
fkbB 'y fkbC) que dan lugar a tres polipéptidos multidominio FkbA, FkbB y FkbC (Motamediet
al., 1996; Motamedi y Shafiee, 1998). La PKS da lugar a una cadena policetidica lineal a la que
posteriormente es afiadido una molécula de acido pipecélico, derivada de la lisina, por la
enzima codificada por el gen fkbL (Motamedi y Shafiee, 1998). Finalmente la molécula en
formacién es activada por una péptido sintasa no ribosomal monomodular producto del gen
fkbP y el policétido completado con el acido pipecdlico es ciclado por el complejo PKSs-NRPS
(Motamedi y Shafiee, 1998).

% El gen fkbB presenta un tamafio de 22620 pares de bases, codificando una proteina de
7540 aa, con 21 dominios organizados en 5 médulos: el moédulo de carga y los 4 primeros
moédulos de elongacion (médulos 1-4) (Motamedi y Shafiee, 1998). El médulo de carga es el
encargado de activar la unidad iniciadora DHCHC, un derivado de la ruta del &cido
siquimico.

% El gen fkbC codifica dos médulos de la PKS (mddulos 5-6) presentando un total de 11
dominios, con un tamafio de 10776 pb (3592 aa) y lleva a cabo dos ciclos de elongacién
(Motamedi y Shafiee, 1998). Debido a que la secuencia del gen fkbC no estaba depositada en
las bases de datos, procedimos a su secuenciacién, consiguiendo tnicamente la secuencia de
aproximadamente 1 kb del extremo 3%, ya que como se ha indicado las secuencias
codificantes de la PKS son zonas altamente repetidas y producen grandes problemas de
secuenciacion.

o Por ultimo, el gen fkbA es el encargado de desarrollar los cuatro altimos ciclos de
elongacioén, para lo que requiere 19 dominios cataliticos repartidos en 4 médulos (médulos 7-
10). Presenta un tamafio de 19260 pb codificando una proteina de 6420 aa (Motamedi et al.,
1996).

o El gen fkbL codifica una ciclodesaminasa de 346 aa que lleva a cabo la a
desaminacién y ciclacién de la lisina para dar acido pipecdlico que posteriormente se
adiciona a la cadena policétida ya formada (Motamedi y Shafiee, 1998). En este punto del
proceso de biosintesis de tacrolimus se centra una de las muchas estrategias que buscan
aumentar significativamente la produccién de tacrolimus y reducir el coste de produccion.
Turlo et al. (2012) adicionaron al medio de cultivo una concentracién 6ptima de acido

pipecoélico y nuevos compuestos precursores como &cido picolinico, acido nicotinico y

115




116

Resultados y Discusion

nicotinamida, tras lo que obtuvieron incrementos en la produccién de tacrolimus en S.
tsukubaensis de 7, 6, 3 y 5 veces, respectivamente.

» El gen fkbP codifica una péptido sintetasa no ribosomal monomodular (NRPS),
presentando un tamafio de 1505 aa. Lleva a cabo la activacién del acido pipecélico y su unién
a la cadena policétida lineal (Motamed: y Shafiee, 1998).

» El gen fkbQ codifica una tioesterasa de 255 aa. Muestra mayor identidad (87 %) y
similitud (92 %) con su homologo FkbQ para la sintesis de tacrolimus de Streptomyces
kanamiceticus. FkbQ lleva a cabo la ruptura del enlace tioester, liberandose la cadena

policétida de la péptido sintasa especifica de pipecolato (Motamedi y Shafiee, 1998).

3.1.4.2. Genes implicados en la sintesis de la unidad extendedora metoximalonil-
ACP

Inmediatamente corriente abajo del gen fkbL, en el proceso de secuenciacion,
encontramos los genes fkbK, fkb], fkbl, fkbH y fkbG. Con dichos genes se mantuvo la
nomenclatura “fkb” por su gran identidad con los homoélogos ya descritos en la sintesis de
FK520 en S. hygroscopicus var. ascomyceticus y que estan implicados en la sintesis de la unidad
extendedora metoximalonil-CoA (Wu et al., 2000).

La unidad extendedora metoximalonil-CoA es una unidad poco frecuente, aunque esta
presente en la estructura de distintos policétidos. Entre los metabolitos naturales en los que
se introduce metoximalonato como unidad extendedora se encuentran los anticancerigenos
geldanamicina, herbimicina, ansamitocina y oxazolomocina; los antiftingicos sorafeno A,
galbondlido A y bafilomicina; el inhibidor de fosfatasas tautomicina; y el inmunosupresor
FK520 (Figura 3.8).

Todos estos compuestos presentan el grupo de cinco genes u homoélogos, fkbK, fkb], fkbl,
fkbH y fkbG, en sus respectivas agrupaciones biosintéticas (Hwang et al., 2013; Karki et al.,
2010; Wenzel et al., 2006; Yu et al., 2002; Zhao et al., 2006).

La funcién y disposiciéon de los genes de sintesis de metoximalonato se mantiene
constante en todas las agrupaciones. Siempre se encuentran cercanos a las PKSs, a excepcién
de la agrupacion génica para la sintesis de galbonodlido A en S. galbus, donde los genes de
biosintesis de la unidad extendedora metoximalonil ACP no se encuentran cerca de ninguna

PKS multidominio (Karki, 2010).
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Geldanamicina

Galbonolido A Bafilomicina A

Figura 3.8. Representacion grafica de metabolitos secundarios que presentan en su estructura uno o varios
grupos metoxilo procedentes de la unidad extendedora metoximalonil-ACP. Los grupos metoxilo coloreados en
azul son aquellos incorporados por las policétido sintasas a partir de la unidad extendedora metoximalonil-CoA
durante la sintesis del policétido. El resto de grupos metoxilo son incorporados al policétido mediante
modificaciones post-PKS, por accién de enzimas con funcién metiltransferasa. La cadena lateral coloreada en
beige en las moléculas inmunosupresoras FK506 y FK520 resaltan la tnica diferencia estructural presente entre
ambos compuestos.

Destaca que los genes fkbK, fkb], fkbl y fkbH (o sus homoélogos) mantienen la misma
organizacién, con lo que probablemente tienen el mismo origen evolutivo. El gen fkbG se
encuentra siempre cercano a los genes anteriores, presentando una orientacién y localizacién
que varia de una agrupacién génica a otra, lo que indica una posible aparicién posterior a lo
largo de la evolucién. En el caso de la oxazolomicina se ha integrado un nuevo gen
(relacionado con la sintesis de metoximalonil-CoA) y el equivalente a fkbG se ha insertado
entre los homologos de fkb] y fkbK (Figura 3.9). Debido a la proximidad de estos cinco genes
(llegando incluso a solapar alguno de ellos) es més que probable que se transcriban como un

tnico transcrito policistrénico junto con fkbL.
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[ Setde genes de biosintesis de ]
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Figura 3.9. Organizacion de la agrupacion de genes de biosintesis de la unidad extendedora metoximalonil
ACP presente en la estructura de compuestos policétidos de importante actividad biolégica. Los genes
homologos se muestran en el mismo color. En el caso de fkbG de S. tacrolimicus se muestra en color morado claro
el fragmento delecionado.

A continuacion se muestran los resultados de la secuenciacion para la agrupaciéon de
genes para la sintesis de la unidad extendedora metoximalonil-ACP:
» El gen fkbH codifica una proteina de 362 aa. Muestra mayor identidad (91 %) y
similitud (95 %) con su homoélogo FkbH para la sintesis de tacrolimus de S. kanamiceticus. El
producto del gen fkbH lleva a cabo el primer paso en la sintesis de la unidad extendedora
metoximalonil-ACP, presentando actividad glicerol transferasa. FkbH transfiere la fraccion
de glicerol desde un intermediario del C3 de la glicdlisis (D-1,3-bifosfoglicerato) al ACP
(codificado por el gen fkb]) para formar gliceril-S-ACP (Chen et al., 2012; Wenzel et al., 2006).
w» El gen fkbl codifica una proteina de 366 aa, presentando mayor identidad (93 %) y
similitud (94 %) con su homologo Fkbl de S. kanamiceticus. Presenta un dominio acil-CoA
deshidrogenasa y lleva a cabo la oxidacion FAD dependiente del Cp (Chen et al., 2012; Wu et
al., 2000).
o El gen fkb] codifica una proteina de 86 aa. Muestra una identidad del 88 % y una
similitud del 92 % con su homoélogo Fkb] de S. kanamiceticus. Presenta un dominio ACP

(transportador de grupos acilo) cercano al extremo carboxilo terminal, necesario para la
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incorporacién de metoximalonil a la cadena policétida. Las AT (aciltransferasas) de los
moédulos 7 y 8 utilizan como unidad extendedora metoximalonil-ACP en lugar de
metoximalonil-CoA (Chen et al., 2012; Reeves et al., 2002) (Figura 3.10).

o El gen fkbK codifica una proteina de 282 aa. Muestra una identidad del 92 % y una
similitud del 95 % con su homoélogo FkbK de S. kanamiceticus. Presenta actividad gliceril-ACP
oxidoreductasa (Chen et al., 2012; Wu et al., 2000).

> El caso maés significativo es el del gen fkbG, estando presentes tnicamente los
nucleétidos que codifican los primeros 41 aa (extremo 57) y los altimos 99 aa (extremo 37) de
la proteina en comparaciéon con FkbG de S. kanamiceticus, que contiene 222 aa. Estos dos
fragmentos se encuentran separados por cinco nucleétidos, lo que supone marcos de lectura
distintos. Dichos fragmentos presentan una identidad del 88 y 93 % y una similitud del 93 y
97 %, respectivamente con FkbG de S. kanamiceticus. Los Gltimos 99 aa presentan un dominio

conservado metiltransferasa, no estando completo dicho dominio por la ausencia de parte de

la proteina, por lo que no puede ser funcional.

FkbJ
——
=2
FkbJ FkbJ FkbJ FkbJ
Y c— Y —, Y —
OPO3 \ Fka s ) Fka A | Fkbl FkbG ace |
S < <
HO 2Pi § NAD* NADH § FAD FADH, é SAM SAH S
oPO,” =0 —0 =0
1,3-bifosfoglicerato HO OH HO o
H
Metoximalonil-
ACP-FkbJ

Figura 3.10. Ruta de biosintesis de la unidad extendedora metoximalonil ACP (MM-ACP). La sintesis de MM-
ACP tiene lugar a partir del intermediadio glicolitico 1,3-bifosfoglicerato mediante la intervencién de FkbJHKIG.
Fuente: Figura modificada de Barreiro y Martinez-Castro (2014).

Para comprobar que el truncamiento del gen fkbG no se debe a una reorganizacion
realizamos una PCR con oligonucleétidos que flanquean la zona delecionada (fkbG1 y
fkbG2). La reacciéon de PCR se realizé a partir de ADN genémico de S. tacrolimicus (cepa
original disponible en laboratorio y cepa pedida de nuevo a la ATCC) y a partir del césmido
D8 utilizado en el proceso de secuenciacién. Si la delecion es real se obtendria una
amplificacion de 630 pb, mientras que en caso contrario obtendriamos una banda de 870 pb.
En todos los casos obtuvimos la banda de 630 pb, lo que indica que este gen se encuentra

truncado en esta cepa (Figura 3.11). Dicho resultado fue confirmado mediante secuenciacion
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de los productos amplificados. Posteriormente otros autores han descrito dicha delecion en
el gen fkbG, aunque sin entrar en detalle (Mo et al., 2011).

El producto génico de fkbG lleva a cabo la metilacion del Ca del hidroximalonil-ACP
para dar metoximalonil-ACP (Wu et al., 2000). Dicha metilacién es esencial para la actividad
inmunosupresora, ya que los derivados no metilados de tacrolimus en C12 y C15 (13-O
demetil FK506 y 15-O demetil FK506) no presentan actividad farmacolégica
inmunosupresora (Iwasaki ef al., 1995).

A—-Pstl ADNg D8 ADNg

Figura 3.11. Analisis mediante PCR del gen fkbG. Carril 1, DNA del
fago A digerido con la enzima de restriccion Pstl; carriles 2 y 4, ADN

630 pb >

genémico de S. tacrolimicus; carril 3, césmido D8.

Por lo tanto, debido a que el gen fkbG esta truncado, y a que dicha delecion no estd en
marco de lectura, la proteina no puede ser funcional, por lo que no seria posible la metilacién
de C13 y C15 necesarios para la obtencién de tacrolimus. Sin embargo, dicha cepa ha sido
caracterizada por distintos grupos de investigacién como productora de tacrolimus (Shafiee,
1994; Singh y Behera, 2009). Una posible explicacién seria que el gen orfG, que se encuentra 6
OREFs corriente arriba de fkbG, lleve a cabo la reacciéon de metilacién, ya que al igual que fkbG
se trata de una O-metiltransferasa.

El gen orfG codifica una proteina de 273 aa. Este ORF fue secuenciado en S.tacrolimicus y
depositado en las bases de datos posteriormente a nuestro trabajo de secuenciaciéon (Mo
et al., 2011). Existe una diferencia de secuencia de 1 nt entre nuestra secuencia y la secuencia
depositada en las bases de datos, concretamente en el codén de inicio, siendo en nuestra
lectura el codén de inicio una Valina (GTG) y en la secuencia depositada en las bases de
datos una Metionina (ATG). La secuencia muestra mayor identidad (42 %) y similitud (60 %)
con una O-metiltransferasa de Streptomyces nogalater (SnogM) implicada en la sintesis de

nogalamicina (Torkkell et al., 2001) y presenta un dominio metiltransferasa muy conservado.
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3.1.4.3. Genes implicados en la sintesis de la unidad iniciadora

K/

> El gen fkbO codifica una proteina de 332 aa. Inicialmente fue caracterizada como una
C9 hidroxil oxidasa responsable de la oxidacién postPKS del C9 del macrélido (Motamedi et
al., 1998), recientemente se ha demostrado que dicha oxidacion est4 realmente catalizada por
la proteina tipo citocromo P450 oxidorreductasa, FkbD (Chen et al. 2013)(ver apartado
3.1.4.5).

La correcta caracterizacion del gen fkbO fue realizada por Andexer et al. (2011)
coincidiendo con el desarrollo de nuestro trabajo. Dichos autores describieron una nueva
familia de enzimas con actividad corismatasa tipificadas por FkbO/RapK. Tanto el gen fkbO
de la agrupacion génica de FK506 en S. tsukubaensis como sus homologos fkbO de la
agrupacion de FK520 en la cepa S. hygroscopicus subsp. ascomyceticus y rapK de la agrupacion
de rapamicina en S. hygroscopicus, codifican una corismato hidrolasa que cataliza la hidrélisis
de corismato en piruvato y acido 4,5 Dihidroxiciclohena-1,5-dienocarboxilico (DCDC). En un
paso posterior de reduccion el DCDC dara lugar a acido 4,5 dihidroxiciclohex-1-
enecarboxilico (DHCHC), unidad iniciadora de la sintesis de tacrolimus, aunque se
desconoce la proteina que cataliza dicha reaccién (Andexer et al., 2011) (Figura 3.7).

Recientemente la proteina FkbO ha sido cristalizada, lo que ha permitido caracterizar la
estructura y mecanismo catalitico de esta familia de corismatasas. Los andlisis estructurales
de la proteina muestran tres dominios distintos: dominio N-terminal, dominio central y
dominio C-terminal, siendo éste el dominio méas conservado entre las distintas corismatasas.

El centro activo se situa entre el dominio central y el dominio C-terminal (Juneja et al., 2014).

HO,, HO,,, HO,,, FK506
—— s —> FK520
rapamicina
o) C,0H CO,H

/& piruvato HO HO CO,H
HOC;  XCH,

2

corismato DCDC DHCHC

Figura 3.7. Ruta de biosintesis de la unidad iniciadora DHCHC a partir de corismato. FkbO hidroliza el
corismato en piruvato y DCDC. Posteriormente éste se convierte en DHCHC mediante una proteina desconocida
hasta el momento. Fuente: Imagen modificada de Andexer et al. (2011).

Puesto que FkbO es esencial para la sintesis de la unidad iniciadora DHCHC, se ha
propuesto el paso de corismato a DCDC como un punto clave en la sintesis de tacrolimus,

pudiendo llegar a constituir un cuello de botella en la biosintesis del inmunosupresor.
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Estudios realizados en Streptomyces sp. GT1105 indican que la sobreexpresion de fkbO
produce un aumento de la produccion de tacrolimus del 55 al 65 % (Kim et al., 2013).

Por otro lado, el gen fkbO es el objetivo principal para la sintesis de nuevos compuestos
analogos a tacrolimus con potencial actividad inmunosupresora. Trabajos recientes muestran
nuevos compuestos obtenidos mediante la delecion en marco del gen fkbO seguido de
enriquecimiento del medio de cultivo con posibles precursores que puedan ser incorporados
en el moédulo de carga de FkbB en lugar de la unidad iniciadora DHCHC. De este modo se
han obtenido los analogos 31-demetoxitacrolimus, TC-225 y 32-dehidroxitacrolimus, posibles
candidatos a nuevos farmacos para el tratamiento de enfermedades inmunolégicas (Ban et
al., 2013a; Kim et al., 2013). Del mismo modo se han obtenido analogos de rapamicina

mediante delecién del gen rapK (Kendrew et al., 2013).

3.1.4.4. Genes implicados en la sintesis de la unidad extendedora alilmalonil-CoA

Inmediatamente corriente arriba de fkbG, nos encontramos una agrupacién de 4 genes
responsables de la sintesis de la unidad extendedora alilmalonil-CoA, denominados en
nuestro trabajo orfL, orfL2, orfM y orfN, y nombrados posteriormente allA, allK, allR y allD
(Goranovic et al., 2010) y tcsA, tesB, tesCy tesD (Mo et al., 2011), respectivamente.

La cadena lateral alilo en el C21 de tacrolimus es estructuralmente tnica entre los
policétidos, ademdas de ser esencial para ejercer su actividad biolégica. Por ello,
recientemente varios grupos han publicado trabajos centrados en la agrupacion de los genes
de biosintesis de la unidad extendedora alilmalonil-CoA aunque con objetivos diferentes.
Por un lado, se ha buscado incrementar la produccién de tacrolimus. En este sentido Chen et
al. (2012) han logrado un aumento de la produccién de un 150 % en S. tsukubaensis mediante
la duplicacién de las agrupaciones de genes que dan lugar a la formacién de las unidades
extendedoras metoximalonil-CoA y alilmalonil-CoA junto con la suplementacién optimizada
de glucosa. Por otro lado, se han buscado compuestos analogos a tacrolimus con posible
actividad biolégica. Varios andlogos han sido obtenidos por sustitucién de la cadena lateral
alilo del C21 entre los cuales merece especial mencion el 36-metil-FK506 (=FK506D) obtenido
mediante enriquecimiento del medio con acido 4-metilpentanoico (Lechner ef al., 2013) y que
podria tener importantes aplicaciones industriales ya que presenta mayor actividad
inmunosupresora y neurorregenerativa que tacrolimus pero con menor toxicidad (Yoon et
al., 2013).

A continuacién se muestra los resultados de la secuenciacién para la agrupaciéon de

genes implicados en la sintesis de la unidad extendedora alilmalonil-CoA:
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% El gen orfL (tscA/allA) codifica una proteina de 429 aa, presenta la mayor identidad
(88%) y similitud (92%) con su homologo TcsA de S. kanamyceticus. Dicha proteina presenta
un dominio AT y un dominio ACP. TcsA carga una unidad de malonato que posteriormente
serd condensada con una unidad de propionil-CoA para dar lugar a ACP-p-ceto-pentanoato
(Mo et al., 2011) (Figura 3.12).

% El gen orfL2 (tscB/allK) codifica una proteina de 796 aa, presentando la mayor

identidad (86%) y similitud (90%) con su homologo TcsB de S. kanamyceticus. Dicha proteina
presenta dos dominios [3-ceto-acilo sintasas (KS) inusuales, presentando mayor similitud con
un sistema PKS del género Burkholderia, cuya funcién no ha sido descrita. Cabe destacar que
los andlisis filogenéticos muestran que los dominios codificados por orfL y orfL2 (tcsA y tcsB)
se enmarcan entre las PKS tipo I y tipo II. El dominio AT de OrfL (TcsA) presenta similitud
con AT asociadas a PKS tipo I , mientras que el dominioo ACP se parece al dominio ACP
para la sintesis de acidos grasos y se sittia entre las PKS tipo I y tipo II con respecto a los
dominios ACP. De igual manera el analisis del fragmento Nt del dominio KS (448 aa) de
OrfL2 (TcsB), lo sitaa entre las PKS tipo I y tipo II con respecto a los dominios KS, mientras
que el extremo carboxilo terminal del dominio KS (320 aa) esta filogenéticamente relacionado
con las PKS tipo II (Mo et al., 2011). Por tanto, ésta inusual estructura de dominios sugiere un
nuevo tipo de PKS, no pudiendo ser clasificadas en ninguno de los tres tipos méds comunes
de enzimas PKS caracterizados hasta el momento.
OrfL2 (TcsB) carga la unidad propionil-CoA y cataliza la condensaciéon con la unidad
malonato cargada en TcsA (OrfL). Para las siguientes reacciones de cetorreduccion y
deshidratacion del grupo ceto del Cp, se ha propuesto a enzimas del hospedador tipo FAS
(sintasas de acidos grasos), ya que TcsB carece de los dominios KR (cetorreductasa) y DH
(deshidratasa) (Mo et al., 2011).

% El gen orfM (tcsC/allR) codifica una proteina de 443 aa, presentando mayor identidad
(93%) y similitud (97%) con su homélogo TcsC de S. kanamyceticus. OrfM presenta una
identidad del 60 % y una similitud del 73 % con FkbS, la crotonil-CoA reductasa implicada
en la sintesis de FK520. FkbS participa en la ruta de sintesis de la unidad extendedora
etilmalonil-CoA, llevando a cabo una carboxilacién reductora del enoil-CoA ester (Wu et al.,
2000). De manera semejante, TcsC cataliza una reaccion carboxilativa reductora para
convertir el trans-2 pentenoil-ACP en propilmalonil-ACP (Mo et al., 2011). El trabajo
realizado por Kosec et al. (2012) muestra que la inactivacion del gen alIR (orfM) provoca la
pérdida completa de produccién tanto de tacrolimus como de FK520 en S. tsukubaensis NRRL
18488. Sin embargo, la producciéon de tacrolimus es recuperada si se afiade al medio de

cultivo el precursor alilmalonil-S-N-acetilcisteamina. Debido a que la produccién de FK520
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en fermentaciones de S. tsukubaensis alcanza un 20 % de la produccion total, aumentando el
coste del producto final debido a la necesidad de retirarlo, la inactivacion del gen orfM
permitirfa eliminar los compuestos andlogos a tacrolimus, conduciendo a la produccion
exclusiva de tacrolimus y por tanto aumentando el rendimiento de produccion.

Sin embargo, los resultados de Mo et al. (2011) muestran que la agrupacion de genes
tcsABCD (que presentan una identidad del 100 % con sus homoélogos allAKRD) esta
implicada dnicamente en la sintesis de tacrolimus y no de ascomicina, de manera que la
delecién de cualquiera de estos genes implicaria la pérdida total de producciéon de
tacrolimus.

% El siguiente paso para la sintesis de la unidad extendedora alilmalonil-CoA, lo lleva a
cabo OrfN (TcsD/AlID). Dicha proteina presenta un tamafio de 386 aa y muestra la mayor
identidad (90 %) y similitud (94 %) con su homologo TcsD de S. kanamyceticus. Presenta
actividad acil-CoA deshidrogenasa y cataliza la deshidrogenacion del propilmalonil-ACP
para dar lugar a alilmalonil-ACP, que posteriormente seré cargado en el médulo 4 de la PKS
de la sintesis de tacrolimus. Alternativamente, otra posibilidad para la sintesis de alilmalonil-
CoA consiste en la actuaciéon inicial de TcsD que convierte el 2-pentenil-ACP en 2-4
pentadienil-ACP, el cual mediante una carboxilaciéon reductora, llevada a cabo por TecsC,

rinde alilmalonil-ACP (Mo et al., 2011) (Figura 3.12).
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Figura 3.12. Ruta biosintética de la unidad extendedora alilmalonil-CoA. La policétido sintasa codificada por
los genes orfL y orfL2 y posiblemente en coordinacion con la sintasa de 4cidos grasos del hospedador, cataliza la
sintesis de trans-2-penteacil ACP. Posteriormente, éste es reducido por OrfM para formar propilmalonil ACP que
finalmente es convertido a alilmalonil-CoA por medio de OrfN. Fuente: Modificado de Mo et al. (2010).
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3.1.4.5. Genes implicados en las modificaciones post-PKS: Funcionalizacion del
policétido

Una vez formado el anillo macrolacténico tienen lugar una serie de modificaciones post-
PKS que permiten su completa funcionalizacién. Las reacciones de maduracion incluyen una
oxidacién en el C9 y una O-metilacion en el C31 y son realizadas por FkbD y FkbM,
respectivamente.

Las reacciones de oxidacién y metilacion se catalizan de manera paralela e independe.
Los paramétros cinéticos muestran que ambas modificaciones compiten en la ruta de
maduraciéon de tacrolimus, presentando FkbD y FkbM una baja especificidad de substrato
(Chen et al., 2013).

% El gen fkbD codifica una proteina de 388 aa y presenta actividad citocromo P450
oxidorreductasa. FkbD cataliza la oxidacion del C9 mediante dos reacciones sucesivas de
oxidacién. En un primer paso, FkbD introduce un grupo hidroxilo en C9 forméandose el
producto intermediario 9-hidroxil-FK506 o 9-hidroxil-31-O-desmetil-FK506. Posteriormente
este producto intermedio se vuelve a unir al centro activo de FkbD, catalizdndose la
oxidacién del grupo hidroxilo del C9 a grupo ceto y forméndose 31-O-desmetil-FK506 (Ban
et al., 2013b; Chen et al., 2013; Motamedi et al., 1998) (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Modificaciones post-PKS que permiten la funcionalizacién de FK506. Las modificaciones post-PKS
incluyen la oxidacién del C9 y la O-metilacién del C31, que son llevadas a cabo por la citocromo P450 hidroxilasa
FkbD y por la metiltransferasa FkbM. Existen dos rutas paralelas que permiten la funcionalizacién de FK506.
Fuente: Figura modificada de Ban et al. (2013D).
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% De manera simultdnea actda FkbM, una metiltransferasa de 260 aa con actividad 31-
O-desmetil-FK506 metiltransferasa dependiente de S-adenosinametionina (SAM) que
cataliza la O-metilacion del C31. FkbM es incapaz de metilar los carbonos C13 y C15, aunque
debido a su baja especificidad de sustrato puede metilar el 31-desmetil-FK520 con la misma
eficiencia que su sustrato natural (Chen et al., 2013; Motamedi et al., 1996; Shafiee et al., 1994).

Ambas modificaciones post-PKS son esenciales para que FK506 presente sus
propiedades inmunosupresoras al completo, ya que el 31-O-desmetil-FK506 presenta una
reduccion de unas 10 veces de las propiedades inmunosupresoras y el 9-deoxo 31-O-
desmetil-FK506 presenta menor actividad que el anterior (Ban et al., 2013b; Motamedi ef al.,
1996).
3.1.4.6. Genes reguladores

Uno de los principales objetivos de la secuenciacién, era la caracterizaciéon de los
posibles genes reguladores de ruta para la sintesis de tacrolimus en S.tacrolimicus. Como
resultado de la secuenciacion localizamos 4 posibles reguladores de ruta denominados fkbN,
orfD, orfX y orfiV.

* Inmediatamente corriente abajo de fkbM, encontramos a fkbN. Dicho gen codifica
una proteina de 922 aa que presenta alta similitud de secuencia con reguladores
transcripcionales de la familia LAL presentes en las agrupaciones génicas de biosintesis de
policétidos, como son los inmunosupresores FK520, rapamicina y tautomicetina (Hur et al.,
2008; Kuscer et al., 2007; Wu et al., 2000); los antitumorales geldanamicina y herbimicina (He
et al., 2008; Rascher et al., 2005); el antihelmintico avermectina (Kitani et al., 2009); y los
antibioéticos monensina y picromicina (Oliynyk et al., 2003; Wilson et al., 2001).

Las comparaciones mediante BLAST muestran alta identidad y similitud con otros
reguladores de la biosintesis de inmunosupresores: 89/92% con FkbN de S. kanamyceticus,
82/89 % con FkbN de S. tsukubaensis, 75/83% con FkbN de la agrupacién génica de FK520 de
S. hygroscopicus var. ascomyceticus y 60/72% con RapH de la agrupacion génica de rapamicina
de S. hygroscopicus.

Los reguladores de la familia LuxR se caracterizan por presentar un tamafio de no més
de 250 residuos. Sin embargo, el regulador MatT del regulén de la maltosa de E. coli presenta
un tamafio de 901 aa, tipificindose la subfamilia de reguladores nombrados con el acrénimo
LAL (Large ATP-binding regulators of the LuxR family) (De Schrijver y De Mot, 1999). Ademas
del mayor tamafio, es caracteristica la presencia de un motivo HTH de unién a ADN
conservado en el extremo C-terminal y de sitios de unién a ATP en el extremo N-terminal.

La secuencia de aa de FkbN presenta ambos dominios altamente conservados: un motivo

HTH en el extremo C terminal y motivos WalkerA y WalkerB de unién a nucleésidos
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trifosfato en el extremo N-terminal (Walker et al., 1982) (Figura 3.14 A). Estos motivos
también se encuentran conservados en otros reguladores de biosintesis de policétidos de
distintas especies de Streptomyces, como son FkbN de biosintesis de FK520, RapH
(rapamicina), GAmRI y GdmRII (geldanamicina), AveR (avermectina), PikD (picromicina),
TmcN (tautomicetina) y NysRI (nistatina) (Figura 3.14 B).

Aunque en el momento de comenzar este trabajo no se habia secuenciado ninguna
agrupacion génica de tacrolimus, a dia de hoy se han secuenciado las agrupaciones de
Streptomyces sp. KCTC 11604BP, S. tacrolimicus y S. kanamyceticus, siendo el gen fkbN el tnico
regulador comun a todas ellas. Recientemente se han caracterizado los reguladores FkbN de
Streptomyces sp. KCTC 11604BP (Mo et al., 2012) y de S. tsukubaensis (Goranovic et al., 2012),
actuando en ambas agrupaciones como regulador positivo de la transcripcion. Debido a que
uno de los objetivos de este trabajo era el estudio de los genes reguladores de ruta, este gen

fue posteriormente caracterizado en la agrupaciéon génica de S. tacrolimicus (ver apartado

3.3.1.1).
A) N- terminal
Walker A Walker B HTH
Dominio de unién a ADN
B) FkbN 20 SATTRAGSGR—————— GLVVATTEP TAERTRLI D AGABEAGFVTE ©0
FkbN (FK520)22 RALTRAGGER-————- GVVARYTEPTACEKTFLI 0————ARAAKAGEVTL 62
RapH 35 GACPRRACGRGPGTDTPTDGTPTETPENEASJBHCRPACGGPGADGAILRL 56
GdmRI 32 pDVEGTAARGN—————— GeriloecrEVeR ATl SST.—FEQRAESTAVCE 79
Walker A GdmRII 23 NAARHLGHAFGDSLVRPGQALLINEPLAEKITLLRSEF—AERAANAGRLYVI ;g
AveR 30 IAfTECAAGT —— - VKLLVHEGMGIeRYTF I GEA-LHTAAASGFEVE 7
PikD 15 AVLDASAAGD———-——- ETLLLEbACeKTELLRSL-RRLAAERETPV 0
TemN 121 pDTQRMVDLFLGDGASHGGALT HjePTC KT LIEYG—— TARBOARGIVY 17
NysRI 26 RHAAARRTER-——————— AGTNTT KT T RS F—TASDVCREMTYT B9
FkbN 107 NRE--—-RAEFTRTEEALAADWEVEIGIEBVHEARPARIRCLIHIVRRIGPARTAVVLT 161
FkbN (FK520)109 NRL----GTELTRTVLTLAAERPVLIGINBVH [HLARRTISRARVAIVLT 163
RapH 135 ERLTAQVLHGLCMELLALVNRYPALI TVIRBVO) : SLARRTIGPAPVLVVLA 193
GdmRI 121 HGMLAMLVREISDVLHRIAGGHQLVIAVINBVEH ] [HIARHASGTRTLVAMS 179
Walker B GdmRII 125 ARL----CHRLCTLLIDYAEHTPLLLAVNSVRHSEAR OLVRRLDSARIAZYET 179
AveR m OH-VRGALERLAAGAPLATGI|NBVOU AP RLTRHSPTSRILLLCT 161
PikD 110 APERVDETHRLHDWLESVSRRYBFLVAVINBLT [y CAANHDQGGIGEVMT 168
TemN 222 KIy--———- STVRAVLRQTRATSLLIASINRT, DR LAZRLDGTGTRMIGT 274
NysRI 125 ATGAYPYTHGEYWT AARTIMANHBLUT.VTINRV HHCINFREEAWT R T RRARNT.PT.TAMT.A 183

FkbN 848 11 EVIASHVEQERT N VERE PREBAD 907

FKkbN (FK520)852 1T FVTS SIVEQSIFT TV ERIa OOIPK D 911

RapH 883 LT FVTE SIiVEQIEIRTKVYRI PALIMEH 942

GdmRI 899 pp Y T TV SIIVEQIZITRV Y RS ODISRRIEP 958

Crrminat HTH GdmRIT 862 g YVTA SIVEQEWTRY FRIA prEdia 921
erminal AveR 884 pp VTV SIVE TRV Y RIS pT g 943
PikD _ 863 yg CVTA SIVEQIFTRVY RIS PSSO 922

TemN 959 _ GKRIPELS PRINVANIEI YR 2 F Pl nsiRp2lhs 1018

NysRI 887 mn AR ATV RS TE TIRET S VRIS savidgr 946

Figura 3.14. A) Esquema de los dominios presentes en la proteina FkbN. B) Alineamiento de la secuencia de aa
de dichos dominios con otros reguladores tipo LAL. Los residuos idénticos estdn sombreados en negro, los
similares estdn sombreados en gris y los conservados se encuentran sombreados en azul.
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Corriente abajo del gen fkbN localizamos otros dos posibles reguladores de ruta, que
denominamos orfWW'y orfX.

* El gen orfW codifica una proteina de 158 aa. Muestra alta identidad y similitud con
reguladores de la familia Rrf2, siendo la mas alta (61 %/72 %) con un regulador
transcripcional de Saccharopolyspora erythraea de funcién desconocida.

La familia Rrf2 engloba distintos reguladores transcripcionales entre los que se
encuentran el regulador de estrés inducido por NO denominado NsrR (nitrite sensitive
repressor), caracterizado inicialmente en Nitrosomonas europaea (Beaumont et al., 2004), el
factor de transcripciéon que regula la agrupacion hierro-azufre IscR (iron sulphur cluster
regulator) caracterizado inicialmente en E. coli (Schwartz et al., 2001) y el regulador de hierro
RirA de Rhizobium leguminosarum (Todd et al., 2002). NsrR interviene en la detoxificaciéon de
NO a NO:; o NOs, regulando al menos 30 genes incluyendo hmp, que codifica una
flavohemoglobina detoxificadora de NO. NsrR presenta una agrupacion [2Fe-2S] que se
nitrosila en presencia de NO, perdiendo la proteina la capacidad de unién a ADN vy
permitiendo asi la transcripcién de los genes que regula (Filenko et al., 2007; Tucker et al.,
2008).

Por otro lado, IscR interviene en la regulaciéon de la transcripcion de los genes de
ensamblaje de la agrupacion Fe-S (Fe y cisteina) en proteinas de Fe-S y regula tanto el operén
principal del sistema de biosintesis de dichas proteinas, denominado iscRSUA-hscBA-fdx,
como otros sistemas adicionales, como la agrupacién génica sufABCDSE, entre otros. IscR
contiene una agrupacién [2Fe-2S] que puede ser reversiblemente oxidado y reducido.
Cuando las proteinas Isc, Hsc y los componentes de la agrupacion de Fe-S alcanzan una
concentracion celular adecuada, el regulador IscR adquiere una agrupacion Fe-S,
reprimiendo la transcripcién del operén isc y activando el operon suf. Por lo tanto, IscR
puede actuar tanto como activador como represor de los operones que regula (Giel et al.,
2006; Schwartz et al., 2001).

Por ultimo, el regulador RirA (rhizobial iron regulator) acttia como represor de al menos 8
operones cuya transcripcién estd mediada por respuesta al hierro y cuyos productos génicos
estan involucrados en la sintesis o la captacién de sideréforos, o en la captacion de grupos
hemo u otras fuentes de hierro (Todd et al., 2002). Con concentraciones elevadas de hierro el
regulador RirA se une a las secuencias operadoras IRO (iron-responsive operator) de los
promotores de los genes que regula e impide su transcripcién (Yeoman et al., 2004).

Aunque no existen caracteristicas comunes a todos los reguladores de la familia Rrf2
gran parte de sus miembros presentan un dominio de unién a ADN tipo HTH y 3 residuos

conservados de cisteina necesarios para llevar a cabo la actividad represora. La presencia de
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las cisteinas no esta correlacionada con el dominio HTH de unién a ADN. En nuestro caso,
vemos que OrfW presenta tanto el dominio de unién HTH como los 3 residuos de cisteina

cercanos al extremo C-terminal (Figura 3.15).

A
) N- terminal
b - OrfW (158 aa) — C — C — C ﬂ
HTH C- terminal
Dominio de unién a DNA
B) Helix-turn-Helix

orfw 1 MKLSQGVEWGVHCAVTLAQTAPG%SVSRRTLAERYGLSEAYLAKHLﬂAMAGAGLLYAMTGPNGGFRLARS 62

89 HFVgQEIRQRGTAALAPEH&RER&GVAIAMDEAREAWRSSLRAVTIGDLVARLPAAARAGHARSGGPVTP 158

Figura 3.15. A) Esquema del dominio HTH presente en la proteina OrfW junto con los tres residuos de
cisteina conservados. B) Secuencia de aa de los extremos N-terminal y C-terminal de la proteina OrfW. Con un
asterisco se sefialan las cisteinas conservadas.

Aunque no se ha descrito que los reguladores de la familia Rrf2 actuen como
reguladores especificos de la transcripcion de metabolitos secundarios, debido a su
proximidad a la agrupaciéon OrfW si podria afectar a su produccion. Por ello, procedimos a
su interrupcién y posterior caracterizacion (ver apartado 3.3.1.4).

* Inmediatamente corriente abajo del gen orflWV encontramos otro gen, al que
denominamos orfX, codificante de una proteina de 340 aa. OrfX presenta la mayor
identidad/similitud (84/89%) con un regulador transcripcional de la familia Lacl/GalR de
Streptomyces sp. SPB74. Los miembros de la familia Lacl (>1000) presentan un dominio HTH
de unién a ADN en el extremo amino terminal y un dominio de unién al ligando situado en
el extremo carboxilo terminal, pudiendo unir gran variedad de efectores que normalmente
estan relacionados metabodlicamente con los operones regulados (Weickert y Adhya, 1992).
Aunque la mayoria de sus miembros unen carbohidratos como la D-galactosa (GalR) y la D-
fucosa (GalS), p-galactosidos (Lacl y EbgR), maltosa (Mall), D-fructosa (FruR y ScrR), D-
ribulosa (RbtR) o rafinosa (RafR), también pueden actuar como ligandos nucleésidos como
citidina y adenosina (CytR) (Hammer-Jespersen, 1983) e hipoxantina y guanina (PurR)
(Rolfes y Zankin, 1990). Debido al cardcter represor de estos reguladores, la unién del
ligando efector puede tanto reducir (inductor) como incrementar (co-represor) la afinidad de
unién al ADN, alterando por tanto los niveles de transcripciéon de los genes situados
corriente abajo. Excepcionalmente, algunos miembros como CcpA (proteina del control

catabolico del carbono) acttian tanto como activador como represor (Schumacher et al., 2007).
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En cualquier caso, los miembros de esta familia de reguladores estan relacionados con el
transporte y catabolismo de carbohidratos, aminoécidos y nucleésidos en respuesta a sefiales
ambientales o cambios en las condiciones metabdlicas, controlando la expresién de un
oper6n o de una serie de operones relacionados, por lo que en principio, no se esperaria que
actuara como regulador especifico de ruta de la sintesis de tacrolimus. Sin embargo, debido a
la proximidad de este gen a los genes estructurales de la agrupacién génica de tacrolimus,
procedimos a su interrupcién y posterior andlisis.

* Por dltimo, y situado en la zona izquierda de la agrupacion génica, encontramos el
gen orfD. El gen orfD codifica una proteina de 228 aa, la cual muestra la mayor identidad y
similitud (48/64%) con un regulador transcripcional de la familia TetR de Streptomyces
griseus. Los reguladores de la familia TetR contienen un dominio de unién a ADN
conservado tipo HTH en el extremo N-terminal y regulan genes cuyos productos estan
implicados en la resistencia a drogas, enzimas implicadas en distintas rutas catabdlicas,
biosintesis de antibiéticos, estrés osmético o patogenicidad. Las proteinas tipo TetR acttan
como dimeros que reconocen una secuencia operadora que presenta simetria de pareja,
actuando en su mayoria como represores de la transcripciéon. La unién de una molécula
inductora al dominio no conservado de los miembros de la familia TetR produce un cambio
conformacional en el dominio conservado de unién a ADN, liberandose el represor de la
zona operadora del promotor que regula, permitiendo el acceso a la ARN polimerasa y
produciéndose asi la transcripcion (Ramos et al., 2005). Sin embargo, existen algunos
miembros de la familia TetR que pueden actuar como activadores de la transcripcion,
aunque el mecanismo por el que media la activacién no ha sido descrito (Alatoom et al., 2007;
Chatterjee et al., 2007; Hirano et al., 2008; Pompeani et al., 2008).

Destaca la presencia en la secuencia de orfD del codén para la leucina TTA (UUA). El
codon para la leucina TTA es el codén mas raro en el genoma de los estreptomicetos con alto
contenido en CG. Se ha observado que dicho codén no esta presente en los genes necesarios
para el crecimiento vegetativo, mientras que si esta presente en algunos genes implicados en
el metabolismo secundario y el desarrollo morfolégico (Leskiw et al., 1991). La mayor parte
de los genes que contienen el codén TTA son especificos de especie y son adquiridos por
transferencia horizontal. Algunos de los genes que contienen el codén TTA tienen funcién
desconocida aunque se piensa que dichos genes confieren alguna ventaja ecolégica. Muchos
de los genes con codones TTA y funcién conocida se encuentran en las agrupaciones génicas
de sintesis de metabolitos secundarios y de ellos mas de la mitad son reguladores de ruta

(Chandra y Chater, 2008; Chater y Chandra, 2008), como el propio fkbN.
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Por la presencia de un codén TTA en el gen orfD y por su proximidad a los genes
estructurales de la agrupacion génica, consideramos dicho gen como buen candidato a
regulador especifico de ruta, por lo que procedimos a su posterior caracterizacion (ver

aprtado 3.3.1.2).

3.1.4.7. Otros genes

Para obtener la secuencia de la zona derecha del cluster secuenciamos el césmido E
completo, detectando 5 ORFs nuevos situados corriente arriba de fkbQ denominados orfV,
orfW, orfX, orfY'y orfZ. Los genes orflV 'y orfX los hemos descrito previamente como posibles
reguladores de la agrupacion de biosintesis de tacrolimus en S. tacrolimicus por su
localizacién cercana a la agrupacion génica central.

* El gen orfV codifica una proteina de 503 aa, presentando la mayor identidad (58 %) y
similitud (68 %) con un transportador “major facilitator superfamily MFS_1" de Streptomyces
fulvissimus. Los transportadores de esta superfamilia se caracterizan por realizar el transporte
de pequefnos solutos (Martin y Liras, 2010; Pao et al., 1998). Presenta un dominio no
especifico que engloba toda la proteina y es propio de un sistema efflux. Este gen no parece
estar relacionado con la sintesis directa de tacrolimus, aunque podria estar dentro del cluster
de biosintesis, ya que orfV presenta una identidad/similitud del 38/54 % con el gen actlI-
OREF2 (SCO5083) de S. coelicolor (Malpartida y Hoopwood, 1992), que se encuentra dentro del
cluster de la actinorrodina, que puede estar implicado en la secrecién de antibiéticos.

* Inmediatamente corriente abajo del gen orfX se encunetra el gen orfY, que codifica
una proteina de 723 aa. Muestra la mayor identidad/similitud (84/92 %) con una proteina
secretada de Streptomyces sp. SPB78. Presenta un dominio de unién a carbohidratos cercano
al extremo amino terminal. Dicho gen tampoco parece tener una relaciéon directa con la
sintesis de tacrolimus.

* Por ultimo, corriente abajo del gen orfY estd el gen orfZ, parcialmente secuenciado ya
que en este punto acaba la secuencia contenida por el césmido E. Los primeros 339 aa de la
proteina presentan mayor identidad (90 %) y similitud (93 %) con una glicosil hidrolasa de
Streptomyces sp. SPB78.

Con este ultimo gen dimos por finalizada la secuenciacién de la zona derecha del cluster
ya que no consideramos que los dos tltimos genes puedan tener una funcién evidente en la
sintesis de FK506.

En cuanto a la zona izquierda de la agrupacion génica, detectamos 9 ORFs nuevos

denominados orfA, orfB, orfC, orfD, otfE, orfF, orfG, orfL, orfL2, orfM y orfN.
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Los genes orfL, orfL2, orfM y orfN, como ya se ha comentado anteriormente, fueron
posteriomente caracterizados como los genes responsables de la sintesis de la unidad
extendedora alilmalonil-CoA (Goranovic ef al., 2010; Mo et al., 2011).

También hemos comentado anteriormente el gen orfD, propuesto como posible
regulador de ruta de la agrupacién génica de biosintesis de tacrolimus en S.tacrolimicus, y el
gen orfG, propuesto como posible sustituto del gen fkbG, que codifica una metiltransferasa
esencial para la sintesis de la unidad extendedora metilmalonil-CoA y que se encuentra
truncado en la cepa.

* Por otro lado, el gen orfF codifica una proteina de 443 aa. Muestra una identidad del
36 % y una similitud de 54 % con un citocromo P450 de Frankia sp. EAN1pec. Presenta un
dominio citocromo P450 que engloba la mayor parte de la proteina. Dicho gen podria formar
parte de la agrupacion, ya que los citocromos P450 pueden llevar a cabo un gran nimero de
reacciones y son comunes en las agrupaciones de biosintesis de metabolitos secundarios,
aunque desconocemos su funcion.

* El gen orfE codifica una proteina de 277 aa. Presenta una mayor identidad (51 %) y
similitud (66 %) con una hipotética proteina de Streptomyces vitaminophilus. No presenta
ningin dominio conservado. A priori no presenta relacién con la agrupacién génica de
biosintesis de tacrolimus.

* El gen orfC codifica una proteina de 80 aa, presenta la mayor identidad (58 %) y
similitud (72 %) con una ferredoxina de Nocardia brasiliensis. Produce alineamiento con un
gran numero de genes que codifican una ferredoxina, la mayoria con funcién desconocida
(Tabla 3.1). Las ferredoxinas son un grupo de proteinas que median la transferencia de
electrones en una gran variedad de reacciones metabdlicas. Las ferredoxinas bacterianas
presentan como centro redox un centro sulfoférrico [4Fe-4S] que se une a la cadena
polipéptidica mediante uniones covalentes Fe-S a través de 4 residuos conservados de
cisteina (Otaka y Ooi, 1987) (Figura 3.16 A).

OrfC presenta en su estructura 3 cisteinas conservadas en lugar de 4, al igual que ocurre
con sus homologos RapO implicado en la sintesis de rapamicina (Schwecke et al., 1995), EnrQ
para la sintesis de enterocina (Piel et al., 2000), LnmB para la sintesis de leinamicina (Tang et
al., 2004) y SInE para la sintesis de salinomicina (Jiang et al., 2012) (Figura 3.16 B). La pérdida
de una cisteina conservada aparece en otras ferredoxinas bacterianas, en cuyo caso la
proteina se une a un centro redox de [3Fe-4S], que presenta un ién de hierro menos que el

centro mas comun de tipo [4Fe-4S] (Beinert et al., 1983; George et al., 1985) (Figura 3.16 A).
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Figura 3.16. A) Estructura de los centros Fe-S de la proteina ferredoxina. La sustitucién de un centro [4Fe-4S] por
un centro [3Fe-4S] implica la pérdida de un atomo de Fe. La unién a la cadena polipéptidica se realiza a través de
3 residuos conservados de cisteina mediante enlaces covalentes Fe-S (Fuente: Modificado de Beinert et al., 1983).
B) Alineamiento de la secuencia de aa de OrfC con otras ferredoxinas caracterizadas. Con un asterisco se
indican los tres residuos de cisteina conservados que median la unién al centro [3Fe-4S]. Los residuos idénticos
estan sombreados en negro, los similares estin sombreados en gris y los conservados se encuentran sombreados
en azul.

* El gen orfB codifica una proteina de 401 aa. OrfB presenta alineamiento con un gran
namero de citocromos P450 mostrando la mayor identidad (55 %) y similitud (68 %) con un
citocromo P450 codificado por el gen SACE_1426 de S. erythraea (Tabla 3.1). Su secuencia
presenta los motivos caracteristicos de citocromos P450, incluyendo los dominios
conservados de unién al grupo hemo y a oxigeno (Poulos, 1995).

El gran nimero de genomas bacterianos secuenciados y depositados en los dltimos
afos constituye una importante fuente de informacion. En el caso de los genes orfC-orfB se ha
observado que dichos genes presentan la misma organizacion en distintas especies y cepas
bacterianas (Tabla 3.1).

Los citocromos P450 frecuentemente catalizan la hidroxilaxion de sustratos y en el caso
de los citocromos P450 bacterianos de tipo I requieren el acoplamiento con una ferredoxina
que transfiere electrones al citocromo P450 desde el NAD(P)H y una ferredoxina reductasa
flavin-dependiente que es reducida mediante NAD(P)H formando un operon (Munro et al.,
2007). Dicho operén no es encontrado usualmente en agrupaciones biosintéticas de
metabolitos secundarios ya que los componentes transportadores de electrones son
obtenidos frecuentementes del metabolismo celular (O'Keefe y Harder, 1991). Como

excepciones se encuentran las agrupaciones de biosintesis de: leinamicina, donde el
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citocromo P450 LnmA es el responsable de la hidroxilaciones del C4 y C8; salinomicina,
donde SInF hidroxila el C20; enterocina, donde EncR hidroxila el intermediario 5-
deoxienterocina, dando lugar a enterocina; y rapamicina, donde RapN es responsable de
modificaciones postPKS. En todos los casos el gen codificante del citocromo P450 lleva
asociado un gen codificante de ferredoxina, que se transcribe de manera acoplada llegando a
solapar unos pocos nucleétidos como es el caso de orfB-orfC y encR-encQ, lo que permite a la
ferredoxina reducir al citocromo P450 completando asi su ciclo catalitico. El gen codificante
de la ferredoxina reductasa dependiente de NADPH, segunda enzima necesaria para la
reoxidacién del citocromo P450, no se encuentra en ninguno de los casos en la agrupacion
génica y es suplido probablemente por enzimas del metabolismo primario. En el caso de la
agrupacion de saframicina, aunque los genes sfmO3-sfmK se encuentran en la agrupacién no
participan en la biosintesis del metabolito antitumoral (Li et al., 2009).

Los genes orfB-orfC, a pesar de encontrarse en las proximidades de la regién izquierda
de la agrupacion génica de tacrolimus y aunque pudieran estar relacionados con la sintesis
de metabolitos secundarios no parecen participar en la biosintesis del inmunosupresor.
Ademas no se encuentran homologos a estos genes en las proximidades de la agrupacion de
S. tsukubaensis.

* El gen orfA codifica una proteina de 246 aa. Muestra la mayor identidad (47 %) y
similitud (62 %) con una 3-oxoacil-ACP reductasa de Saccharopolyspora erythraea. Presenta un
dominio deshidrogenasa que engloba toda la proteina. En principio tampoco presenta una

relacién directa con la agrupacion génica de biosintesis de tacrolimus.

Tabla 3.1. Porcentaje de identidad/similitud entre OrfB y proteinas con funcién citocromo P450 y entre OrfC y
proteinas con funcién ferredoxina.

OrfB | oric
Proteina o % identidad / Proteina/ % identidad/ Especie Referencia o Fuente
Funciéon % similitud Funcién % similitud
S o Baranasic et al., 2013;
RapN* 46/63 % RapO 50/61 % - TAPATIYCITICUS Molnar et al., 1996;
(= S. hygroscopicus)
Schwecke et al., 1995
LnmA”* 46/65 % LnmB 48/65 % S. atroolivaceus Tang et al., 2004
EncR” 51/65 % EncQ 46/62 % S. maritimus Piel et al., 2000
SInF* 47/64 % SInE 53/ 67 % S. albus Jiang et al., 2012
SfmO3™* 47/64 % Sfmk 34/57 % S. lavendulae Li et al., 2009
Sacch !
SACE_1426" 55/68% | SACE_1427 | 50/70 % ”Cce:;?::ag;p o™ 1 Oliynyk et al., 2007

(*)El gen codificante de la citocromo P450 se transcribe de manera acoplada con un gen codicante de una ferredoxina.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=67257
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=67257

Resultados y Discusion

En este punto dimos por finalizada la secuenciaciéon de la agrupaciéon de biosintesis de
tacrolimus ya que los altimos genes no presentan una relacion clara con su sintesis. Ademas
de ello, Mo et al. (2011) publicaron con posterioridad a nuestro trabajo la secuencia de la
agrupacion génica de tacrolimus en S. tacrolimicus y en este trabajo tampoco se observan
genes que a priori estén relacionados con la sintesis de tacrolimus hacia la izquierda de orfA.
Unicamente es destacable la presencia de un gen, codificante de una PKS de funcién
desconocida, situado 6 ORFs hacia la izquierda de orfA y que probablemente pertenezca a
otra agrupacién de metabolitos secundarios, estando los genes intermedios posiblemente

relacionados con la biosintesis de ese metabolito.
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3.2. Secuenciacién de la agrupacion génica de tacrolimus en
Streptomyces tsukubaensis NRRL 18488

Durante el desarrollo de este trabajo, se inici6 un proyecto en el laboratorio para la
secuenciacion completa del genoma de S. tsukubaensis (Barreiro et al., 2012). Debido a que S.
tsukubaensis es un productor de tacrolimus y que su agrupacién génica de biosintesis no

estaba publicada, procedimos a completar la secuencia de la agrupacion.

3.2.1. Organizacion de la genoteca de cosmidos de S.tsukubaensis NRRL
18488

La genoteca de césmidos de S. tsukubaensis fue ordenada de la misma manera que la

genoteca de S.tacrolimicus, permitiendo de esta manera la identificacion de los césmidos de

interés de una manera rapida y eficaz (ver apartado 3.1.1) (Martinez-Castro et al., 2009).

3.2.2. Rastreo de la genoteca de cosmidos de S. tsukubaensis NRRL 18488
El rastreo de la genoteca se realizé6 mediante la técnica de PCR, procediendo de igual

manera que para el rastreo de la genoteca de S. tacrolimicus (ver apartado 3.1.2).

3.2.2.1. Disefio de oligonucledétidos especificos para el rastreo de la genoteca

Para asegurarnos de cubrir la agrupaciéon génica completa de tacrolimus se realizaron 3
rastreos; zona “derecha”, “izquierda” y “central”, referidas a la representacion de la
agrupacion génica en la Figura 3.27.

Para rastrear la zona derecha se utilizaron los oligonucledtidos denominados fkbM1 y
tkbM2, que amplifican un fragmento de 722 pb del gen fkbM. Como consecuencia del rastreo
detectamos 4 cosmidos positivos denominados 17-A6, 18-C9, 14-F11 y 13-H6. Para
comprobar que los césmidos contenian la zona de interés secuenciamos los extremos de los
insertos con los oligonucledtidos universales T3 y T7. Esas secuencias se contrastaron con la
secuencia disponible en ese momento del genoma, y se comprobé que los cosmidos 14F11 y
18C9 presentaban una estructura coherente con un tamafio de 41 y 39 kb, respectivamente.

En el caso de la zona central disefiamos una pareja de oligonucle6tidos denominada
tkbO1 y tkbO2, que amplifica un fragmento de 827 pb correspondiente al gen fkbO. Se realiz6
el rastreo por PCR detectdndose 3 cdsmidos positivos denominados 3-D8, 16-E9 y 10-H4, de
los cuales solamente el césmido 16-E9, de 35 kb, presentaba una secuencia coherente al
analizar los extremos con los cebadores T3 y T7.

Y por dltimo, para la region izquierda de la agrupacion disefiamos los oligonucleétidos

fkbL1 y fkbL2 que amplifican un fragmento de 695 pb del gen fkbL. El rastreo dio como
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resultado 4 césmidos positivos (5-C2, 13-G3, 11-B4, 17-B4), de los cuales el tnico coherente
fue el 5-C2, de 40 kb.

Al igual que ocurria con la genoteca de S. tacrolimicus, el alto porcentaje de césmidos no
coherentes puede ser debido a que la zona de estudio incluye las PKS, que son genes con alto
contenido de ADN repetido, por lo que pueden haber ocurrido reorganizaciones en la zona.

Posteriormente, en el laboratorio se llevé a cabo la secuenciacién de los extremos de los
c6ésmidos de parte de las placas de microtitulacién con los clones individuales ordenados.
Con los analisis de las secuencias de los extremos de los césmidos se consiguieron 3
cosmidos nuevos denominados 4-B10, 2-G8, 18-C9, de 37, 36 y 39 kb, respectivamente. Por lo
tanto, con el conjunto de los 6 césmidos conseguimos tener clonada la secuencia de toda la

agrupacion génica de tacrolimus (Figura 3.17).

STSU_32100 STSU_32050 b
STSU_32095 orfL2 orfN STSU_32065  STSU_32055 A
STSU_32105 orfL / orfM \ STSU_ 32070 srsu 32060 f"”G fibl fkbK
= g >< i <ﬁ
+22kb < [2-G8 | > T3
+31kb €=mmmmmmmm 4B} —==== = >T7 3 I5.c2 }
QEK: FkbC ;<: 7kbB
/5.c2}
< fkbB |
5-C2 |
7 14-F11
LV CLLLLTTTET TP PP I PEPPPTPPIPPrY 16-F9 |[sessssessnsnnsnanannnsnsnnnsannnns
oo fkbP >| 7KBA >
[5-c2k> 17
{14-F11}
.................................................................. 16-EQ [sessseusunnnnsnnnannnunnnnnnsnannnnnsunnnnannsnssnunnnnnnannnnnnnnnnan
srsu 31955
STSU_31950
fka 5T5U 31960 srsu 31945
fkbA
{14-F11} > +8kb
.................... 16-E9 s D Emmmmm = ]8-C) == === == +34 kb
13713

Figura 3.17. Representacion esquematica de la agrupacién génica de tacrolimus de S. tsukubaensis. Las flechas
indican la parte de la secuencia de la agrupaciéon clonada en cada césmido. Las flechas de trazo continuo
corresponden a los c6smidos obtenidos durante el rastreo de la genoteca y las flechas discontinuas corresponden
a los césmidos identificados tras secuenciar los extremos de los césmidos de las placas individuales de la
genoteca.
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3.2.3. Secuenciacién del genoma de S. tsukubaensis NRRL 18488

Se realizé una secuenciacién ultrarrapida del genoma de S. tsukubaensis utilizando un
método de amplificaciéon del ADN por emulsién junto con una secuenciaciéon por sintesis de
novo utilizando un protocolo de pirosecuenciacién optimizado para soporte sélido y en una
escala de volumen de picolitros (Margulies et al., 2005).

El ADN genémico fue extraido por el método Kirby (Kieser et al., 2000) a las 60 horas de
cultivo, tiempo que se corresponde con la fase estacionaria de crecimiento, evitando de este
modo que ciertas regiones del genoma estuvieran mds representadas que otras como
consecuencia de la replicacién del cromosoma. Se llevaron a cabo dos secuenciaciones, una
primera en la cual se realizaron dos carreras que proporcionaron una lectura inicial del
genoma y una segunda secuenciaciéon de mejor calidad que fue la usada para el ensamblaje

final del genoma (Barreiro et al., 2012).

3.2.3.1. Primera secuenciacion del genoma

Para la primera secuenciacion del genoma se realiz6 una genoteca de extremos
apareados de 3 kpb, que fue leida en un secuenciador 454 GS FLX (Roche).

Las secuencias obtenidas fueron ensambladas mediante el software Newbler Assembler
Software (version 2.3, Roche) (Jarvie y Harkins, 2008). Tras el ensamblaje de novo se
obtuvieron 243 scaffolds y 5876 contigs que fueron filtrados por tamafios y anotados
automaticamente en la plataforma GenDB (http:/ / www.cebitec.uni-
bielefeld.de/comics/index.php/gendb) separando los contigs mediante linkers de 12
nucleétidos (CTAGCTAGCTAG), que contienen codones de paro en los 6 marcos de lectura
(Meyer et al., 2003). En esta primera secuenciacion se llevaron a cabo dos carreras obteniendo
158,8 y 153,4 Mpb respectivamente, lo que supone una cobertura del genoma de 40x.

Esta primera secuenciaciéon del genoma presentaba un gran ntimero de contigs y de
huecos de secuencia (gaps), aunque nos sirvié para localizar la agrupaciéon génica de
tacrolimus, observando gran cantidad de huecos principalmente en la zona de las PKSs,
zonas de ADN altamente repetido. Si la longitud del ADN repetitivo es mayor que el tamafio
de las lecturas, los ensambladores no pueden unir estas regiones, ya que solapan con
multitud de secuencias, por lo que para secuenciar estas zonas se utilizaron los c6smidos

identificados en el rastreo de la genoteca.

3.2.3.2. Segunda secuenciacion del genoma
Debido a que tras la primera secuenciaciéon del genoma existian gran ntmero de
contings y de huecos en la secuencias, se llev6 a cabo una nueva secuenciacion utilizando un

nuevo kit de emPCR (PCR de emulsién) y protocolos actualizados para la serie GS FLX


http://www.cebitec.uni-bielefeld.de/comics/index.php/gendb
http://www.cebitec.uni-bielefeld.de/comics/index.php/gendb
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Titanium. Los principales cambios consistieron en la adiciéon de un aditivo denominado “em
PCR additive” a la mezcla de emulsién de PCR. Dicho aditivo de composicién desconocida,
al anadirlo a la mezcla de PCR mejor¢ la eficiencia de la amplificacién y permitié maximizar
la calidad de la secuenciacién.

Se secuencié tnicamente %2 de placa obteniendo 86 Mpb, que corresponde con una
cobertura del genoma de 11x, que sumado a las obtenidas en las dos carreras de la primera
secuenciaciéon supondria una cobertura final del genoma de 52x. Esta tltima secuenciacién
proporcioné una mejora sustancial de los resultados pasando de 5876 contigs de la primera
secuenciacion a 1399 y de 243 scaffolds a tinicamente 14. La nueva secuenciacién fue subida
y editada en la plataforma GenDB, obteniéndose dos secuencias denominadas Mapped y
Unmapped. Sobre estas secuencias se llevé a cabo un editado manual, uniéndose los scaffolds,
obteniendo finalmente un cromosoma lineal de 7,62 Mbp y dos pldsmidos denominados

pSTS1 y pSTS2, de 24,7 y 31,1 kpb, respectivamente (Barreiro et al., 2012).

3.2.4. Editado manual de la secuencia de la agrupacion génica de
tacrolimus

La primera secuenciacién fue editada y subida a la plataforma GenDB, y sobre esa
secuencia localizamos la agrupacién génica de tacrolimus, observando que aparecian gran
cantidad de huecos de secuencia. Para poder rellenarlos disefiamos oligonucle6tidos
especificos utilizando como ADN molde para la secuenciacién manual los césmidos que
contenian el fragmento objeto de estudio. Posteriormente, tras la ediciéon de la segunda
secuenciacion se llevé a cabo un editado manual, que en nuestro caso se correspondié con
una secuencia de aproximadamente 1 Mpb que contenia entre otras la agrupacion génica de
tacrolimus. Para completar la secuencia se utilizaron tanto secuencias obtenidas por
secuenciacion dirigida utilizando los oligonucleétidos disefiados como determinados contigs
no localizados de la primera y de la segunda secuenciacion.

La agrupacién génica de tacrolimus presenté inicialmente 28 huecos, para los que se
disefiaron 66 oligonucleétidos (ver anexo 6.1.II), nombrados en funcién de los huecos
presentes en cada gen y en funciéon de si amplificaban la cadena codificante o la
complementaria. Por ejemplo, fkbC-21Up amplifica la cadena codificante (Up), el segundo
hueco de secuencia del gen fkbC (2) y seria el primer cebador disefiado para secuenciar el
hueco (1).

Los genes que presentaban més huecos debido a su tamafio y por presentar secuencias
de ADN altamente repetido fueron las PKSs. Concretamente, el gen fkbA present6 7 huecos

en la primera secuenciacién, lo que se corresponde con un total estimado de 5378 pb, fkbB
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present6 8 huecos (6672 pb totales) y fkbC contenia 5 huecos (5010 pb). También presentaron
huecos los genes orfL (2237 pb), orfL2 (463+55 pb), STSU_32055 (1075+632 pb), fkbP (508 pb),
fkbN (3 pb), STSU_31960 (17 pb) y STSU_31955 (706 pb).

En la Tabla 3.2. se muestran los huecos de secuencia presentes en los genes de la

agrupacion tanto en la primera como en la segunda secuenciacién y el modo en que se

rellenaron finalmente los huecos.

Tabla 3.2. Genes de la agrupacién génica de tacrolimus de S. tsukubaensis junto con los huecos de secuencia

detectados en las dos secuenciaciones del genoma.

- Huecos 1* Huecos 22 Relleno huecos 1° Relleno huecos
Tamano . .. . . ..
Gen (1) () (2) secuenciacion secuenciacion secuenciacion 2% secuenciacion
(nt) (3) (nt) (3) 4) )
STSU_32110 570 - -
STSU_32105 639 - -
STSU_32100 186 - -
STSU_32095 504 - -
orfL 1296 2237 -
orfL2 2433 463 + 55 -
orfM 1338 - -
orfN 1161 - -
STSU_32070 1155 - -
STSU_32065 468 - -
STSU_32060 1230 - -
STSU_32055 1188 1075 -
STSU_32050 753 632 141 2023U/2023L+
C.434/C.435(27)
fkbG 669 - -
fkbH 1089 - -
fkbl 1101 - -
fib] 261 - -
kbK 879 - -
fkbL 1038 - -
fkbC 10797 986 383 CU11/CL11+
2699 - C.5816/C.4803(2?%)
335 -
31 - CL41
959 - CL11/U11+
C.4803/C.5816(1%)
(5010)
fkbB 22977 35 - BL11
1719 -
32 - BL31/BU31
1066 - BL41/BU41+
- C.3444/C.3780(1%)
1314 - BL51+C.1792(1?)
1364 978 BL61+ BL61/BL62+
C.1404/C.1792/ C.436/C.437+
C.5599(1%) C.1069/C.1404 (1%)
1115 BL71+C.5869(1%)
27 BLS81
(6672)
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fkbO 993 - -
fkbP 4599 508 - PL1/PU1 +C.4224(1%)+
ExtremoT7 césmido C2
fkbA 19314 797 -
741 -
65 -
1638 920 AU42/AL42+
C.1076(1%)+C.438(2%)
357 -
1667 389 AL61+C.439/C.1421
(2%)+C.5593/C.5816
(19
113 42 AL71/AU71+
AL72/AU72+
C.439/C.440(27)
(5378) (1360)
fkbD 1167 - -
fkbM 783 - -
fkbN 2760 3 -
fbQ 780 - -
STSU_31960 945 17 -
Total 83073 22047 2862

(28 huecos) (6 huecos)

(1) Nombre del gen de acuerdo al presente trabajo y a la secuencia depositada en
DDBJ/EMBL/GenBank, n° de acceso AJSZ00000000.

(2) Tamarfio de los genes.

(3) Tamario de los huecos de secuencia encontrados tras el andlisis. Entre paréntesis se refleja la suma
de los distintos huecos encontrados en un mismo gen. Los huecos a una misma altura indican que
los huecos de la 1% y la 2? secuenciacion solapa.

(4) Modo de obtencién de la secuencia. En el caso de secuenciaciéon con oligonucleétidos se representa
con una combinacién de letras y ntimeros. Por ejemplo, AL71 es la secuencia obtenida con el
oligonucleétido fkbA L71 para rellenar el hueco 7 del gen fkbA. En el caso de utilizar contigs no
anotados se representa con el n° de contig y si corresponde a la 1* o a la 2* secuenciacién. Por
ejemplo, C.439 (27) indica que se utiliz6 el contig 439 no mapeado obtenido en la 2* secuenciacién

3.2.5. Andlisis informatico de la secuencia de la agrupacién génica de

tacrolimus en S. tsukubaensis NRRL 18488
Posteriormente a la secuenciacion de la agrupaciéon génica de tacrolimus en
S.tsukubaensis en nuestro laboratorio, se publicé un trabajo describiendo la agrupacion génica
de tacrolimus en S. tsukubaensis NRRL 18488 (Goranovic et al., 2010). Un afio después, Mo et
al. (2011) publicaron la secuencia de la agrupacion génica de tacrolimus de 3 especies
productoras de tacrolimus: S. tacrolimicus (objeto de estudio de nuestro trabajo), Streptomyces
sp. KCTC 1160BP de la Coleccion de Cultivos Tipo Koreana (KCTC) y S. kanamyceticus,

caracterizada como productora de tacrolimus (Mo et al., 2011).
La agrupacion génica de tacrolimus de las 4 especies de Streptomyces presenta un gran

nimero de genes comunes, como son los genes implicados en la sintesis del anillo macroélido

141



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/385671640

142

Resultados y Discusion

(fkbA, fkbB, fkbC, fkbL, fkbP y fkbQ), los genes responsables de las modificaciones post-PKS
(fkbD y fkbM), el gen implicado en la sintesis de la unidad iniciadora (fkbO), los genes
responsables de la sintesis de las unidades extendesora metoximalonil-ACP (fkbK, fkb], fkbl,
fkbH y fkbG) y alilmalonil-CoA (orfL2, orfL, orfM y orfN) y el gen regulador fkbN (Figura 3.18).

3.2.5.1. Genes nuevos encontrados en la agrupacion génica de tacrolimus de S.
tsukubaensis NRRL 18488

Tras la secuenciacion de la agrupacion génica de tacrolimus de S. tsukubaensis llevamos a
cabo un analisis informéatico de los genes de la agrupacién, prestando mayor interés a los
genes nuevos que aparecen en la agrupacion génica de tacrolimus de S. tsukubaensis pero que

no estan presentes en la agrupacion de tacrolimus en S.tacrolimicus.
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| orfE orfl orfN fkbi | fibK fka orfX
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=== Genes responsables de la sintesis del anillo macrélido. === Genes responsables de la modificacién post-PKS.
=== Genes responsables de la biosintesis de metoximalonil-ACP. Genresponsable de la sintesis de la unidad iniciadora.
==== Genesresponsables de la biosintesis de alilmalonil CoA. Genes responsables de la biosintesis de etilmalonil CoA.
Genes reguladores . ——=  Ofros genes.

Figura 3.18. Organizacion génica de la agrupacion de biosintesis de FK506 Y FK520. A) Agrupacién génica de
biosintesis de FK506 en S. tacrolimicus. La linea vertical en el gen fkbG indica que dicho gen se encuentra truncado
y disfuncional. B) Agrupaciéon génica de FK506 en S. kanamyceticus KCTC9225. C) Agrupacion génica de
biosintesis de FK506 en S. tsukubaensis y Streptomyces sp. KCTC 11604BP. D) Agrupacién génica de biosintesis de
FK520 en S. hygroscopicus var. ascomyceticus. En los genes responsables de la biosintesis de la unidad extendedora
alilmalonil-CoA se ha mantenido la nomenclatura de este trabajo, aunque han sido descritos en S. tsukubaensis y
S. kanamyceticus con otros nombres (ver seccién 3.1.4.4). Igualmemte se ha mantenido la nomenclatura de los
genes depositados en la secuencia de S. tsukubaensis para los genes nuevos presentes en las agrupaciones de S.
tsukubaensis y S. kanamyceticus, altamente conservados en ambas especies (ver apartado siguiente).
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La agrupacion génica de S. tsukubaensis presenta 5 genes nuevos respecto a la agrupacién
de S. tacrolimicus localizados entre los genes de biosintesis de las unidades extendedoras
metoximalonil-ACP y alilmalonil-CoA (Figura 3.19). Estos genes son STSU_32070,
STSU_32065, STSU_32060, STSU_32055 y STSU_32050, que son los nimeros asignados a
estos ORFs en la anotacién automatica en la secuenciaciéon del genoma. Posteriormente estos
genes fueron denominados allM, alIN, allP, allO y allS en S. tsukubaensis (Goranovic et al.,
2010) y tcsl, tcs2, tcs3, tes4 y tcsb en Streptomyces sp. KCTC 11604BP (Mo et al., 2011),
respectivamente. También aparecen dos nuevos genes situados a la derecha de la agrupacion
comun a S. tsukubaensis y Streptomyces sp. KCTC 11604BP que podria formar parte de la
agrupacion de tacrolimus.

Debido al interés de los genes nuevos que aparecen en la agrupacion génica de

tacrolimus de S. tsukubaensis realizamos su andlisis informatico obteniendo los siguientes

resultados:
flbM STSU_31960
fkbD fkbN fkbQ |
] I q by
STSU_31959
fkbC fkbB fkbO  fkbP

= | HESE— >

STSU_32070 STSU_32060 STSU_32050

Genes responsables de la sintesis del Genes responsables de la modificaciéon
anillo macrélido. post-PKS.

Genes responsables de la biosintesis de Genresponsable de la sintesis de la unidad
metoximalonil-ACP. iniciadora.

Genes responsables de la biosintesis de

alilmalonil-CoA. ———  Otros genes.

Genes reguladores .

Figura 3.19. Representacion esquematica de la agrupacién de genes implicados en la biosintesis de tacrolimus
en S. tsukubaensis. Los genes denominados con las letras “STSU” son los genes nuevos que aparecen en la
agrupacion de tacrolimus de S. tsukubaensis y que no estan presentes en la agrupacién de S. tacrolimicus.
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* El gen STSU_32070 (allM, tcs1), codifica una proteina de 385 aa, presentando la mayor
identidad/similitud 67/77 % con una cistationina gamma sintasa de S. pristinaespiralis. La
cistationina gamma sintasa (CGS) es la primera enzima que actda en la via de la
transulfuracién de L-cistationina y tiene el piridoxal 5°-fosfato (PLP) como grupo prostético.
Cataliza una reaccién de sintesis a partir de la condensacién de L-cisteina y L-homoserina
(Aitken y Kirsch, 2005). Por lo tanto, el gen STSU_32070 participa en la ruta metabolica de
aminoacidos y no parece tener una relacion directa con la sintesis de tacrolimus. Un derivado
de la lisina, el acido pipecélico, forma parte de la estructura de tacrolimus pero no existe
relaciéon con los aa sulfurados.

* El gen STSU_32065 (alIN, tcs2) codifica una proteina de 156 aa, presentando la mayor
identidad/similitud (54/66 %) con un regulador transcripcional de la familia AscN de S.
violaceusniger. Esta familia de reguladores es exclusiva de procariotas y presenta un tamafio
pequeno, en torno a 15 kDa. Presentan un dominio de unién a ADN de tipo HTH en el
extremo N-terminal y un dominio de unién al efector en el extremo C-terminal y
generalmente ejercen la regulacion mediante unién a moléculas efectoras aminoacidicas. Esta
familia estd tipificada por el regulador AsnC de E.coli (Brinkman et al., 2003). AsnC actta
como activador de la transcripcion del gen asnA, que codifica una asparragina sintetasa, y
como regulador negativo a nivel post-transcripcional del gen gidA (glucose inhibited division
protein A), gen de division inhibido por glucosa y que ejerce su autorregulacion (Kolling et
al., 1985; 1988). Dos trabajos recientes muestran que el gen STSU_32065 no estd implicado en
la regulacién de la agrupacion génica de tacrolimus de S. tsukubaensis y Streptomyces sp.
KCTC 11604BP, ya que su inactivacién mediante delecion en marco no afecta a la
produccién de tacrolimus en los mutantes (Goranovic et al., 2012, Mo et al., 2012).

* El gen STSU_32060 (allP, tcs3) codifica una proteina de 410 aa con la mayor
identidad/similitud (61/75 %) con un citocromo P450 de S. peucetius. Los citocromo P450
(CYP) constituyen una superfamilia de genes ampliamente distribuidos, estando presentes
desde bacterias, arqueas y virus hasta plantas superiores y animales. Son un grupo de
hemoproteinas que participan en la degradacion de xenobiéticos, compuestos endégenos y
metabolitos secundarios mediante reacciones de oxidacion, reduccion o hidrélisis, entre otras
(Gonzalez y Korzekwa, 1995). Debido a la versatilidad funcional de los CYP, el gen
STSU_32060 podria formar parte de la agrupacién génica de tacrolimus, aunque es dificil
predecir la funcién que podria desempenar.

* El gen STSU_32055 (allO, tcs4) codifica una proteina de 396 aa, que muestra la mayor
identidad/similitud (42/56 %) con una oxidorreductasa de Streptomyces hygroscopicus subsp.

jinggangensis. Presenta un dominio acil-CoA deshidrogenasa en el extremo C terminal.
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* Y por dltimo el gen STSU_32050 (allS, tcsb) codifica una proteina de 251 aa mostrando
la mayor identidad/similitud (54/64 %) con una 3-oxoacil ACP reductasa de Patulibacter sp.
I11.

Los genes STSU_32070, STSU_32065, STSU_32060, STSU_32055 y STSU_32050
inicialmente fueron relacionados con la formacion de la unidad extendedora alilmalonil-
CoA, de donde reciben los nombres allM, alIN, allP, allO y allS (Goranovic et al., 2010). Sin
embargo, estudios posteriores parecen indicar que esta agrupacién de genes no tiene ningtn
papel en la produccién de tacrolimus (Mo et al., 2011; 2012). Si tenemos en cuenta que
recientemente se ha caracterizado la agrupacioén génica de tacrolimus en S. kanamyceticus (Mo
et al., 2011) y que dicha agrupaciéon tampoco contiene el set de genes mencionado
anteriormente, todo parece indicar que dichos genes no son esenciales ni tienen una relacién
directa en la produccién de tacrolimus.

Ademads de los genes mencionados anteriormente, en S. tsukubaensis aparecen dos
nuevos genes situados a la derecha de la agrupacion:

* El gen STSU_31959, denominado posteriormente tcs6 (Mo et al., 2011) codifica una
proteina de 69 aa y muestra una mayor identidad (46 %) y similitud (51 %) con una
hipotética proteina de Flavobacterium sp. URHB0058. A priori no presenta relacién con la
sintesis de tacrolimus.

* El gen STSU_31960, denominado posteriormente tcs7 (Mo et al., 2011) y fkbR
(Goranovic et al., 2012) codifica una proteina de 315 aa y muestra alta similitud de secuencia
con miembros de la familia de reguladores transcripcionales tipo LysR (LTTRs), siendo la
mayor identidad/similitud (77/85 %) la presentada con un regulador transcripcional de S.
clavuligerus ATCC27064, productor de cafamicina y 4acido clavulanico. Los LTTRs
caracterizados regulan un amplio niimero de unidades transcripcionales en respuesta a una
gran variedad de sefiales ambientales. En E. coli regulan la utilizacién de la fuente de
nitrégeno, la biosintesis y catabolismo de aminoécidoa y la respuesta al estrés oxidativo y la
detoxificacion celular (Schell, 1993). Los miembros de esta familia presentan un dominio de
unién a ADN tipo HTH en el extremo C-terminal y suelen actuar como activadores de la
transcripciéon (Henikoff et al., 1988). El gen STSU_31960 (fkbR) ha sido caracterizado
recientemente como regulador positivo de la sintesis de tacrolimus, ya que la produccién de
tacrolimus se reduce un 20% en el mutante AfkbR frente a la cepa silvestre (Goranovic et al.,
2012). Sin embargo, la inactivacién del gen tcs7 (idéntico a fkbR) en la agrupacién génica de
tacrolimus en Streptomyces sp. KCTC 11604BP produce un incremento de 1,9 veces en los
niveles de produccién de tacrolimus con respecto a la cepa silvestre, lo que le convierte en un

regulador negativo de la biosintesis de tacrolimus (Mo et al., 2012).
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3.2.6. Comparativa de las agrupaciones génicas de tacrolimus entre
especies productoras del inmunosupresor

Tras la secuenciacién de las agrupaciones génicas de tacrolimus en S. tacrolimicus y S.
tsukubaensis y puesto que durante el desarrollo de este trabajo se depositaron las
agrupaciones génicas de tacrolimus de otras dos especies productoras, S. kanamyceticus y
Streptomyces sp. KCTC 11604BP (Mo et al., 2011), llevamos a cabo un anélisis comparativo de
los genes de las 4 agrupaciones de biosintesis de tacrolimus entre si y con los genes
homologos de la agrupacién génica de FK520, compuesto relacionado estructuralmente con

tacrolimus y cuya agrupacion comparte los mismos genes biosintéticos (Figura 3.18).

3.2.6.1. Analisis comparativo de las secuencias aminoacidicas de las proteinas de
biosintesis de tacrolimus entre S. tsukubaensis y las distintas especies
productoras de tacrolimus y FK520

Al realizar el analisis informatico de los genes de la agrupacion génica de tacrolimus de
S. tsukubaensis y compararlos frente a sus genes homologos para la produccioén de tacrolimus
con el resto de especies productoras de tacrolimus publicadas hasta el momento, se observa
que todos los genes de S. tsukubaensis estudiados presentan una identidad del 100 % con la
especie Streptomyces sp. KCTC 11604BP. Sin embargo, y a pesar de la total identidad de los
genes de biosintesis de tacrolimus entre las dos cepas, éstas presentan diferencias
significativas en cuanto al comportamiento del gen regulador fkbR (tcs7), lo que puede ser
explicado por estar sometidos a una diferente regulacién por otros reguladores o factores
sigma (Goranovic et al., 2012, Mo et al., 2012).

También existen diferencias significativas en las rutas del metabolismo primario, como
es el caso de la biosintesis de la unidad extendedora alilmalonil-CoA, ya que los homélogos
allR y tcsC, codificantes de una crotonil-CoA carboxilasa/reductasa, presentan diferencias de
especificidad de sustrato. En Streptomyces sp. KCTC 11604BP, TcsC estd implicada
exclusivamente en la sintesis de alilmalonil CoA mientras que AlIR de S. tsukubaensis
participa en la biosintesis de las unidades extendedoras alilmalonil-CoA y etilmalonil-CoA y
por lo tanto interviene tanto en la produccién de tacrolimus como de FK520 (Mo et al., 2011;
Kosec et al., 2012).

En cuanto a la comparativa de los genes de biosintesis de tacrolimus de S. tsukubaensis
con el resto de productores de tacrolimus, se observa una identidad superior al 80% en la
mayoria de los casos, siendo dicha identidad similar a la que presenta con sus genes
homologos para la sintesis de FK520, estando los genes de biosintesis de tacrolimus y FK520

altamente conservados en identidad y organizaciéon. Destaca la presencia de 5 genes en la



Resultados y Discusion

agrupacion génica de biosintesis de tacrolimus en S. tsukubaensis y Streptomyces sp. KCTC
11604BP (STSU_32070, STSU_32065, STSU_32060, STSU_32055 y STSU_32050) que se
encuentran entre las agrupaciones de genes de sintesis de las unidades extendedoras
alilmalonil-CoA y metoximalonil-CoA pero que no estdn presentes en los otras dos especies
(S. tacrolimicus y S. kanamyceticus), lo que parece indicar que el grupo de cinco genes se
insertd en la agrupacion génica de tacrolimus en S. tsukubaensis y Streptomyces sp. KCTC
11604BP a lo largo de la evolucién, no estando dichos genes relacionados con la produccién
de tacrolimus segtin lo publicado en trabajos recientes (Goranovic et al., 2012, Mo et al., 2012).

En cuanto a los genes reguladores, el gen fkbN, altamente conservado (identidad > 80%), es el

tnico gen que estd presente en todas las agrupaciones (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Funcion de las proteinas implicadas en la sintesis de tacrolimus y porcentaje de identidad/similitud
entre las distintas proteinas comunes a las agrupaciones génicas de tacrolimus entre S. tsukubaensis y S.
tacrolimicus, S. kanamyceticus y S. hygroscopicus var ascomyceticus, productor del analogo estructural FK520.

S. tsukubaensis vs S.tsukubaensis vs Sh;;’;:f:;z;: ‘\:asIS
Proteina S.tacrolimicus S. kanamyceticus Lo i (EKG20) Funcién proteina
(%identidad/ %similitud) | (%identidad/ %similitud) | (%identidad/ %similitud)
FkbA 84/89 % 86/90 % 83/88 % PKS: médulos 7-10
FkbB 82/87 % 84/89 % 79/86 % PKS: médulos1-4
FkbC 78/84 % 82/87 % 78/84 % PKS: médulos 5-6
lisi
FKbL 82/89 % 90/95 % 87/93 % o ema
ciclodesaminasa
acil-CoA
FkbK 86/90 9 88/90 9 84/89 9
/90 % /0% /89 % deshidrogenasa
t tador d
FkbJ 79/88 % 84/89 % 73/85 % ransportador de
grupos acilo
il CoA
Fkbl 86/90 % 87/92 % 85/91 % actt-o
deshidrogenasa
FkbH 87/91 % 84 % 80/86 % gliceriltransferasa
85/87+87/91 %
FkbG (4{ + 99 a/a \ (1)" 89/93 % 82/86 % O-metil transferasa
STSU._ 32050 ) ) ) 3 oxoacil ACP
reductasa
STSU. 32055 ) ) ) acetoacetil-CoA
reductasa
STSU_32060 - - - citocromo P450
1 famili
STSU_ 32065 ) ) i regulador familia
AsnC
STSU. 32070 } } ) c1stat10/nma gamma
sintasas
acil-CoA
OrfN 86/93 9 87/93 9 -
§ /93 % /93 % deshidrogenasa
il-CoA
OrfM 88,94 % 91,/94 % - crotonil-Co
reductasa
PKS: 2 ini -
OrfL2 77/84 % 79/84 % ; S: 2 dominios p
ceto acil sintasa

147




148

Resultados y Discusion

OrfL 78/86 % 80/87 % - PKS:AT+ACP
FkbO 86/90 % 86/91 % 81/86 % Corismato oxidasa
FK épti
FkbP 83/87 % 83/87 % 80/85 % 506 péptido
sintetasa
FkbD 88/91 % 89/93 % 89/93 % C9 hidroxilasa
1-O-
FkbM 85/92 % 83/91 % 83/89 % . 31-0
metiltransferasa
1 famili
FKbN 82/89 % 82/ 90% 78/84 % regulador familia
LAL
FkbQ 85/92 % 84/91 % 84/89 % tioesterasa II
STSU_31959 - - - Hipotética protein
STSU_ 31960 i i i regulador familia

LysR

(1) Se indican los porcentajes de identidad/similitud de los dos fragmentos presentes, al tratarse de un gen
truncado

3.2.6.2. Andlisis comparativo de las secuencias aminoacidicas de las proteinas de
biosintesis de tacrolimus entre S. tacrolimicus y las secuencias de proteinas
de distintas especies productoras de tacrolimus y FK520

Las proteinas de la agrupacién génica de tacrolimus de S. tacrolimicus presentan una
mayor similitud con sus homologos para la sintesis de tacrolimus de S. kanamyceticus, siendo
en todos los casos cercana o superior al 90 %. Los respectivos homoélogos para la sintesis de
tacrolimus en S. tsukubaensis y FK520 en S. hygroscopicus var. ascomyceticus presentan una
similitud de secuencia cercana o superior al 80%. Por tanto, los genes de biosintesis de
tacrolimus y FK520 estan bastante conservados entre las distintas especies productoras
caracterizadas hasta el momento (Tabla 3.4).

Debido a la alta similitud de secuencia entre los genes de la agrupacién génica de
tacrolimus de S. tacrolimicus y S. kanamyceticus y puesto que el grupo de Mo et al., (2011)
deposit6é la secuencia tanto de la agrupaciéon génica de tacrolimus como la de los genes
adyacentes, procedimos a hacer un analisis informatico del entorno con el fin de encontrar
algtn gen coincidente. Dicho andlisis mostré varios genes reguladores en las inmediaciones
de la agrupacion. En la zona izquierda de la agrupacion de S. kanamyceticus destaca la
presencia de un gen que codifica un regulador de la familia TetR, presentando una identidad
del 20 % con el regulador OrfD de S. tacrolimicus y un gen que codifica un regulador de la
familia LysR, el cual presenta una identidad de 17 % con el gen regulador FkbR/Tsc7 de S.
tsukubaensis. En la zona derecha se encuentra igualmente un gen que codifica un regulador
de tipo TetR, presentando una identidad del 18 % con OrfD de S. tacrolimicus. Debido a la no

coincidencia de genes o la baja identidad entre los genes presentes en las inmediaciones de la
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agrupacion génica de tacrolimus de S. tacrolimicus con el resto de especies productoras

podemos concluir que no hay nuevos genes comunes a las distintas agrupaciones.

Tabla 3.4. Funcion de las proteinas implicadas en la sintesis de tacrolimus y porcentaje de identidad/similitud

entre las distintas proteinas comunes a las agrupaciones génicas de tacrolimus entre S. tacrolimicus y S.
tsukubaensis, S. kanamyceticus'y S. hygroscopicus var. ascomyceticus, productor del analogo estructural FK520.

S. tacrolimicus vs

S. tacrolimicus vs S.

S. tacrolimicus vs
S. hygroscopicus var.

Proteina S. tsukubaensis kanamyceticus . Funcién proteina
ascomyceticus (FK520)
(%identidad/ %similitud) (%identidad/ %similitud) (%identidad/ %similitud)
FkbA 84/89 % 93/94 % 83/85 % PKS: moédulos 7-10
FkbB 82/87 % 93/95 % 81/86 % PKS: m6dulos1-4
FkbC 78/84 % 95/97 % 83/89 % PKS: médulos 5-6
FkbL 82/89 % 87/93 % 84/90 % lisina ciclodesaminasa
9 0 o acil-CoA
FkbK 86/90 % 92/95 % 87/92 % deshidrogenasa
Fkb] 79/88 % 88/92 % 75/83 % Transportacior de
grupos acilo
o o o acil-CoA
FkbI 86/90 % 93/95% 91/94 % deshidrogenasa
FkbH 87/91 % 91/95 % 84/89 % Gliceril transferasa
85/87+87/91 % 88/93+93/97% 88/90+90/95 %
FkbG / /91 % / /97% / /95 % O-metil transferasa
(41 + 99 aa) (1) (41 +99 aa) (1) (41 + 99 aa) (1)
o o acil-CoA
OrfN 86/93 % 90/94 % - deshidrogenasa
OrfM o
T 88/94 % 93/97 % ) crotonil-CoA
reductasa
OrfL.2 : e
g 77/84 % 86,90 % - PKS:2 dominios B
ceto acil sintasa
OrfL 78/86 % 88/92 % - PKS:AT+ACP
FkbO 86/90 % 96/98 % 84/90 % Corismato oxidasa
FkbP 83/87 % 95,/96 % 84/88 % FKS06 peptido
sintetasa
FkbD 88/91 % 88/92 % 89/94 % C9 hidroxilasa
FkbM 85/92 % 90/94 % 83/81 % 31-O-metiltransferasa
FKbN 82/89 % 89/92 % 75/83 % regulador familia
LAL
FkbQ 85/92 % 88/95 % 85/90 % tioesterasa II

(1) Se indican los porcentajes de identidad/similitud de los dos fragmentos presentes, al tratarse de un gen

truncado.




150

Resultados y Discusion

3.3. Optimizacién de la produccion de tacrolimus en S.
tacrolimicus

Como paso previo al andlisis funcional de los genes reguladores de ruta y debido a la
baja produccion de tacrolimus por S. tacrolimicus (lo que dificulta medir su produccion en la
cepa silvestre) fue necesario optimizar un método de extracciéon que nos proporcione una

mayor concentraciéon de tacrolimus para su posterior cuantificacion.

3.3.1. Optimizacién del método de extraccion de tacrolimus en S.
tacrolimicus.

Inicialmente, la extracciéon de tacrolimus se hizo a partir de 1 ml de sobrenadante de
caldo de cultivo utilizando como solventes metanol o acetato de etilo grado HPLC. A
continuacién, se tomaban 100 pl del sobrenadante de la extraccion y se cuantificaba la
produccién mediante bioensayo (ver apartado 2.16.2) utilizando la cepa Saccharomyces
cerevisine TB23, que es sensible a tacrolimus (Arndt et al., 1999; Breuder et al., 1994). Debido a
que con este método no se observaban halos de inhibicién en los bioensayos, era necesario
modificar las condiciones de la extraccién, por lo que probamos a extraer tacrolimus de una
mayor cantidad de caldo de cultivo. Partiendo de 5 ml se realizaron dos extracciones
consecutivas con acetato de etilo. Se juntaron ambas extracciones y se llevaron a evaporaciéon
completa en un rotavapor. Posteriormente se resuspendié la muestra en 100 ul de
metanol:agua mQ (1:1, v:v) y se cuantificé mediante bioensayo. En este caso si se obtuvieron
pequeiios halos de inhibicién, lo que indica que la no observacién previa podia ser debida a
que S. tacrolimicus produce tan solo pequefias cantidades de tacrolimus, indetectables si se
parte de poco volumen de caldo de cultivo para hacer la extracciéon. A pesar de todo, era
necesario desarrollar un método de extraccion donde conseguir una concentracién de
producto final mas alta, por lo que se procedi6 a la optimizacién del proceso de extraccion de
tacrolimus a partir de cultivo en medio sélido para S. tacrolimicus.

* Cultivo en medio so6lido

El cultivo en superficie en medio sélido se fundamenta en el crecimiento del
microorganismo objeto de estudio sobre una matriz sélida en ausencia de agua libre. De este
modo se simulan las condiciones de crecimiento del hébitat natural de los microorganismos
de una manera mas proxima frente a las fermentaciones sumergidas, lo cual es aplicable al
género Streptomyces, ya que aunque han colonizado habitats como el agua dulce y marina
(Weyland, 1969; Cross, 1981) su habitat natural es el suelo (Flaig y Kutzner, 1960). La
extraccion de compuestos a partir de cultivos en medio sélido ofrece grandes ventajas como

son la obtencion de una mayor productividad durante la fermentacién, una mayor
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estabilidad del producto final, menor represién catabdlica, mayor concentraciéon del
producto final y un menor grado de contaminaciones, sobre todo de bacterias y levaduras,
debido a la baja actividad de agua (Singhania et al., 2009; Holker et al., 2004). Este altimo
punto, ademas del de la obtencién de una mayor concentraciéon de producto final, fue uno de
los aspectos por los que optamos por la utilizacién de cultivo en medio sélido, ya que el
crecimiento de S. tacrolimicus en medio liquido presentaba grandes problemas de

contaminacion.

3.3.2. Optimizacién de la produccién de tacrolimus en S. tacrolimicus
mediante su cultivo en medio sélido.

Para iniciar los cultivos en medio sélido se partié de un preinéculo crecido en 50 ml de
medio BASAm (ver apartado 2.2.2.) en matraces indentados de 500 ml, el cual habia sido
inoculado a su vez con una suspensiéon de 100 pl de esporas a una concentracion final de 107
UFC/ml. El cultivo se incubé durante 48 horas a 28 °C y 220 rpm.

En un principio se conservo el preindéculo en viales con glicerol 20% con el objeto de
estandarizar al maximo el inéculo utilizado para todas las fermentaciones. Sin embargo,
posteriormente se observé que el glicerol, y fundamentalmente la congelacién, afectaba a la
produccién de tacrolimus, por lo que finalmente se decidié partir de un preinoéculo fresco
crecido en BASAm, a 28°C y 220 rpm durante 36 horas para iniciar las fermentaciones en
medio sélido.

Los cultivos se realizaron en placas de Petri de 9 cm de didmetro conteniendo 30 ml de
medio FKAm sembrado con 1 ml de preindculo por placa. Las placas se incubaron en una
estufa a 28°C durante 10 dias, realizando la extraccién de tacrolimus cada 24 h a partir de las
72 h, ya que antes no se observa suficiente crecimiento. La mayor concentracion de
tacrolimus se observ¢ al séptimo dia (datos no mostrados), tiempo seleccionado para hacer
las extracciones en estudios posteriores. Todos los experimentos se llevaron a cabo por
triplicado, sembrando 24 placas por condicién, utilizando 8 placas para cada extraccién (3
extracciones).

Durante los ensayos de cultivo en medio FKAm observamos igualmente que la
produccién de tacrolimus era dependiente del tipo de almidén utilizado en su preparacion.
Se realizaron pruebas con almidén de las casas comerciales Scharlau y Difco (BD),
observando mayor produccién al utilizar el almidén de Difco. Ademas, éste presentaba
mayor solubilidad, por lo que finalmente fue el almidén de eleccién para las fermentaciones.

Al mismo tiempo que se realizaba la optimizacién del medio de produccién, era

necesario optimizar el método de extracciéon. En primer lugar era necesario determinar
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dénde se acumulaba el tacrolimus. Para ello se colocé un disco de celofan fino sobre el medio
s6lido, el cual permite el crecimiento de S. tacrolimicus sobre éste al dejar pasar tanto las
hifas como los nutrientes a través de él. Para determinar si el tacrolimus se liberaba al medio
o si por el contrario se acumulaba intracelularmente, se recogi6é por un lado el micelio aéreo
y por otro el micelio sustrato con el medio, se realiz6 la extraccion con acetato de etilo y se
determiné la produccion mediante bioensayo. Observamos halo mayormente en la
extraccion realizada a partir del micelio aéreo, lo que indica que el tacrolimus se acumula
principalmente a nivel intracelular o unido a las células y apenas se libera al medio. Por lo
tanto, se decidio fijar como parte del protocolo el colocar un disco de celofan sobre el agar
para facilitar la extraccion.

El protocolo finalmente utilizado para la determinaciéon de la produccion fue el
siguiente:

Tras 7 dias de crecimiento en medio sélido FKAm se recogié el micelio aéreo crecido
sobre el disco de celofdn y se realizaron dos extracciones con acetato de etilo, juntando
ambas extracciones. Posteriormente se procedié a la concentracién de la muestra en un
rotavapor (Buichi® R-20). Una vez evaporado el disolvente, la muestra se resuspendié en 150
ul de metanol: agua mQ (1:1, v:v), y se utilizé tanto para la realizacion del bioensayo como
para la cuantificacién de tacrolimus mediante HPLC (Salehi-Najafabadi et al., 2011). El
micelio precipitado y ya libre de sobrenadante se llevé a una estufa a 80 °C para su secado y
posterior cuantificacion de peso seco tras 48 h de secado. Inicialmente se realizaron varias
pruebas para determinar a qué tiempo el micelio estaba completamente libre del solvente
utilizado para la extraccion, escogiéndose las 48 h por ser el tiempo a partir del cual el peso

seco del micelio se mantenia constante. El protocolo se resume en la Figura 3.20.

3.3.3. Analisis de la produccion de tacrolimus mediante Bioensayo

El anélisis de la produccion de tacrolimus se realizé6 mediante la técnica de bioensayo
utilizando como organismo sensible a tacrolimus la cepa Saccharomyces cerevisiae TB23 (Arndt
et al., 1999; Breuder et al., 1994).

Tras la observacion de que el gen fkbG, teéricamente esencial para la produccion de
tacrolimus, se encontraba truncado en S. tacrolimicus, haciendo que la proteina no fuera
funcional (ver apartado 3.1.4.3), surgieron dudas sobre la produccién real de tacrolimus por
dicha especie. Debido a que el bioensayo se realiza habitualmente con una mezcla total de
todos los metabolitos producidos por S. tacrolimicus extraidos con acetato de etilo, no se
podia determinar si el halo observado se debia al tacrolimus o a algtn otro compuesto

antifingico presente en la mezcla de extraccion. Por ello, y para determinar los compuestos
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responsables del halo de inhibicién, se analiz6 mediante HPLC preparativo una muestra
concentrada extraida con acetato de etilo, recogiendo en viales las fracciones eluidas en cada
minuto de la carrera de HPLC (Figura 3.21 A). Posteriormente se evaporaron las fracciones

de elucion y se resuspendieron en 100 ul de metanol: agua mQ (1:1, v:v).
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Figura 3.20. Método optimizado para la determinacién de la produccion de tacrolimus en medio sélido en S.
tacrolimicus. La extraccién de tacrolimus se realiz6 a partir del micelio aéreo crecido sobre un disco de celofan y
obtenido a partir de 8 placas de medio FKAm. Se realizaron dos extracciones con acetato de etilo y se juntaron. La
fraccién soélida restante se llevé a desecacion durante 48 h a 80 °C para la cuantificacién del peso seco. La fraccién
liquida se llev6 a sequedad y se resuspendi6 en 150 pl de metanol: agua mQ (1:1, v:v). La muestra concentrada se
utiliz6 tanto para la realizacion del bioensayo como para la cuantificacién de tacrolimus mediante HPLC.

Dichas fracciones concentradas fueron empleadas para la realizacion del bioensayo con
la cepa sensible a tacrolimus S. cerevisise TB23. Los resultados obtenidos permitieron
establecer una correlacién del pico del cromatograma obtenido en el minuto 13.5 (y que a su
vez es coincidente con el pico del cromatograma correspondiente al tacrolimus puro
utilizado como control), con los halos de inhibicién del bioensayo correspondientes a los
minutos 13 y 14 (Figura 3.21 B).

Para comprobar que el efecto inhibidor se debia a tacrolimus y no a otros compuestos

antifangicos se utilizaron las mismas muestras fraccionadas para realizar un nuevo
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bioensayo utilizando esta vez como microorganismo sensor Candida utilis (no sensible a
tacrolimus). El bioensayo mostré que las fracciones de elucion correspondientes al pico del
cromatograma de tacrolimus (minutos 13 y 14) no producian halos de inhibicién en dichos
tiempos en el bioensayo con Candida utilis (Figura 3.21 C). Con todo ello se comprobé la
produccion de tacrolimus por S. tacrolimicus y su correlacién con el pico del cromatograma

que eluye en torno a los 13.5 minutos.
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Figura 3.21. Analisis del producto de la fermentacion mediante bioensayo y HPLC. A) Cromatograma de la
extraccion con acetato de etilo de la fermentaciéon en medio sélido de S. tacrolimicus (linea negra) y del patrén
puro de tacrolimus (linea azul). B) Placa de bioensayo utilizando la cepa S. cerevisiae TB23, como microorganismo
sensor. C) Placa de bioensayo utilizando Candida utilis como microorganismo sensor. =~ Cada pocillo se
corresponde con las fracciones eluidas en cada minuto de la carrera de HPLC. El halo del pocillo “+”corresponde
a tacrolimus puro (5 pg/ml) utilizado como control positivo. Como control negativo, pocillo “-“, se utilizé
metanol grado HPLC.

3.3.4. Andlisis cuantitativo de la produccion de tacrolimus mediante HPLC
El método de HPLC utilizado para la determinacién de tacrolimus fue el descrito en

materiales y métodos (ver apartado 2.16.2). Para asegurarnos de que el pico del minuto 13.5

se corresponde con tacrolimus, se llevé a cabo un dopaje (“doping”) con 5 pl de una

concentracion de 100 pg/ml de tacrolimus puro (Figura 3.22). En todos los casos testados, el
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pico correspondiente a tacrolimus aument6 en la muestra dopada con respecto a la muestra
no dopada, lo que confirma la produccién de concentraciones bajas de tacrolimus por S.
tacrolimicus. Ademas de estos resultados, durante la realizacién de este trabajo se publicé un
articulo que hace referencia a un aumento de produccién de tacrolimus en Streptomyces sp.
ATCC55098 (S. tacrolimicus) mediante la modificacion de la fuente de carbono y nitrégeno
que se adicionan al medio de cultivo (Singh y Behera, 2009). Todos estos hechos ayudan a
demostrar que S. tacrolimicus es un productor de tacrolimus como fue descrito por Dumont et
al. en 1991, a pesar de la no observacién inicial de tacrolimus en bioensayos y
cromatogramas realizados a partir de caldos de fermentacién y de que el gen fkbG, esencial

para la sintesis de tacrolimus, estd truncado, no siendo funcional en S. tacrolimicus.
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Figura 3.22. Cromatograma de la extraccion con acetato de etilo de la fermentacién en medio sélido. La linea
negra se corresponde con la muestra de cepa silvestre y La linea azul se corresponde con la muestra de la cepa
silvestre dopada con 5 pl de una concentracioén de 100 pg/ml de tacrolimus puro.

155




156

Resultados y Discusion

3.4. Andlisis funcional de los posibles genes reguladores de ruta
de tacrolimus en S. tacrolimicus

3.4.1.Interrupcién de los posibles genes reguladores de ruta

Tras la secuenciacion de la agrupacion génica de tacrolimus detectamos 4 posibles
reguladores ya descritos, tres de ellos situados en la “zona derecha” de la agrupacion (fkbN,
orfX y orfl’W) y un tnico posible regulador localizado en la “zona izquierda” (orfD). Para
analizar el posible efecto regulador de dichos genes sobre la produccién de tacrolimus

procedimos a su interrupcién mediante la tecnologia REDIRECT® (ver apartado 2.13).

3.4.1.1. Analisis funcional de fkbN en S. tacrolimicus

Puesto que fkbN esta conservado en la agrupacion biosintética de tacrolimus de S.
tacrolimicus, S. tsukubaensis y en la agrupacion génica de FK520 de S. hygroscopicus var.
ascomyceticus, procedimos a su inactivacion génica para estudiar el efecto regulador de FkbN

en la produccién de tacrolimus en S. tacrolimicus.

3.4.1.1.1. Inactivacién del gen regulador fkbN

Para la interrupcién del gen fkbN se empleo la técnica REDIRECT® (Gust et al., 2002).
Dicha técnica consiste en la sustitucion en el genoma del gen objeto de estudio por un gen de
resistencia a antibiéticos, en nuestro caso el gen de resistencia a apramicina aac(3)IV.

La inactivaciéon génica se llevé a cabo reemplazando el gen fkbN por un fragmento de
1384 pb amplificado mediante PCR a partir del pladsmido plJ773. Para ello se disefiaron un
par de oligonucleétidos denominados fkbN-Up/fkbN-Down, de manera que el producto
final de amplificacién incluye 39 nucleétidos corriente arriba del gen que se va a inactivar, el
gen de resistencia a apramicina aac(3)IV con el origen de transferencia oriT y 39 nucleétidos
corriente abajo del gen.

Por otro lado se introdujo el cosmido E que contiene el gen fkbN en la cepa de E. coli
BW25113/plJ790 mediante transformacion. El plasmido plJ790 porta el operén A RED que
presenta los genes gam, exo y beta, los cuales favorecen la tasa de recombinacién e inhiben el
sistema de exonucleasas RecBCD del hospedador. De esta manera conseguimos transformar
un fragmento lineal con una alta tasa de recombinacion.

Una vez obtenidas las colonias de E.coli BW25113/plJ790/E, éstas fueron electroporadas
con 100, 250 y 500 ng de los productos de PCR obtenidos a partir del plasmido plJ773, con los
pardmetros descritos en materiales y métodos (ver apartado 2.13.5). Tras la electroporaciéon
los dobles recombinantes fueron seleccionados por su resistencia a apramicina. Las colonias
resistentes presentaron el césmido E pero con el gen fkbN sustituido por el casete de

apramicina. Para comprobar que el gen habia sido sustituido correctamente analizamos
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varias de las colonias obtenidas mediante PCR utilizando los cebadores externos al gen
FkbNRD1/FkbNRD2 (Anexo 6.1.IV). En el caso del césmido E silvestre el patréon de PCR
esperado era una banda de 3216 pb mientras que con el césmido E recombinante (AfkbN) se

ontendria una banda de 1832 pb (Figura 3.23).

APstl — fkbNAfkbN
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&5
3216pb P |
e
1832pb > | o .

Figura 3.23. Comprobacion mediante PCR de la inactivacion
del gen fkbN en el coésmido E usando los cebadores
FkbNRD1/FkbNRD2. El carril 1 contiene ADN del fago A
digerido con la enzima de restriccion Pstl. El carril 2
corresponde al control negativo (reaccion de PCR con agua mQ
en lugar de ADN). En los carriles 3 y 4 las reacciones de PCR

contienen ADN del césmido E silvestre y del césmido E
recombinante (césmido E:AfkbN), respectivamente.

Puesto que S. tacrolimicus posee un potente sistema de restriccion, éste debe ser superado
mediante el pase del ADN a través de una cepa de E. coli dam— dcm— (MacNeil et al., 1992).
Por ello, el cosmido E:AfkbN se introdujo en la cepa E. coli ET12567/pUZ8002 mediante
transformacion. Esta cepa porta un vector conjugativo no movilizable, pUZ8002, que
contiene las funciones de transferencia necesarias para que se produzca el paso de material
genético de una célula a otra. El ADN de las colonias obtenidas se analiz6 mediante PCR
para comprobar que el césmido con la construcciéon no se habia perdido.

A continuacion, se introdujo la construccion en S. tacrolimicus mediante conjugacién con
algunas modificaciones respecto al protocolo estdndar para S. coelicolor (ver apartado 2.13.6).
Por un lado, la cantidad inicial de esporas de S. tacrolimicus empleada fue 1x108, utilizdndose
posteriormente concentraciones de 2x108 y 1x 10° Por otro lado, la DOsw a la que se
recogieron las células de E. coli fue 0,4, probandose también DOeoo de 0,5y 0,6, en 1 ml final.
La mezcla de bacterias para la conjugacion, se sembro en placas de MS suplementadas con
MgCl 6H>O 10mM. Tras 16-20 horas de incubacién a 28 °C se afiadié una cobertera con
acido nalidixico y apramicina para impedir el crecimiento de E. coli y para la selecciéon de las
células de Streptomyces recombinantes, respectivamente.

Los exconjugantes obtenidos se analizaron por resistencia a antibiéticos en medio TBA.

Asi, los clones que crecieron en apramicina (Apr®) pero no lo hicieron en
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kanamicina+apramicina (KnS + AprR) indicaron una doble recombinacién y por tanto la
sustitucion del gen fkbN por el casete de resistencia a apramicina en el genoma de S.
tacrolimicus. Mientras que el crecimiento en presencia de ambos antibidticos indicé la
integracién del cosmido E:AfkbN recombinante en el cromosoma de S. tacrolimicus mediante
una recombinacién simple, siendo el ADN perteneciente al SuperCosl el que aporta la
resistencia a kanamicina.

Tras analizar 473 exconjugantes se obtuvieron ocho posibles dobles recombinantes que
fueron comprobados por PCR utilizando de nuevo los cebadores FkbNRD1/FkbNRD2. Asi,
la PCR con oligonucledtidos externos debe amplificar una banda de 1832 nt en el doble
recombinante (S. tacrolimicus:AfkbN) respecto a una banda de 3216 nt correspondiente a la

cepa silvestre (Figura 3.24A).
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Figura 3.24. Comprobacién de la interrupcion del gen fkbN en el cromosoma de S. tacrolimicus. A) Analisis
mediante PCR usando los cebadores FkbNRD1/FkbNRD2. De los 8 clones positivos, 4 fueron seleccionados para
posterior analisis mediante Southern. B) Mapa del cromosoma de S. tacrolimicus y del mutante S.
tacrolimicus:AfkbN. Se indica la sonda usada en la hibridacién. C) Hibridacién de Southern del ADN de los 4
exconjugantes de S. tacrolimicus:AfkbN seleccionados y la cepa silvestre S. tacrolimicus tras su digestion con Ncol,
utilizando como sonda un fragmento de 482 pb. Las bandas obtenidas corresponden al patrén de restriccién
indicado en B.
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Para confirmar el resultado obtenido mediante PCR se realiz6 una hibridacién tipo
Southern seleccionando 4 de los clones, denominados S. tacrolimicus:AfkbNo4, S.
tacrolimicus:AfkbNas1, S. tacrolimicus:AfkbNaxea y S. tacrolimicus:AfkbN2ss. EI ADN de la cepa
parental S. tacrolimicus y el de los cuatro clones recombinantes se digiri6 con la enzima Ncol.
Como sonda se utilizé un fragmento de 482 pb correspondiente al gen orfV y a la region
intergénica entre orfQ y orfV obtenida por PCR con los cebadores fkb1308 y fkb2108. Tras la
hibridacién, la presencia de dos bandas de 1769 pb y 412 pb permiti6 diferenciar la cepa
parental de los dobles recombinantes, que presentaron una banda de 3069 pb y la misma

banda de 412 pb (Figura 3.24 By C).

3.4.1.1.2. Andlisis de la produccion de tacrolimus en el mutante Streptomyces
tacrolimicus:AfkbN

Con el fin de estudiar el efecto de la inactivacion del gen fkbN se determin¢ la
producciéon de tacrolimus con la cepa mutante S. tacrolimicus:AfkbN. Se cultivaron los 4
exconjugantes obtenidos (N2e.1, N26.4, Nae5s y No.) observando que se comportaban de manera
uniforme con respecto a la produccién de tacrolimus, por lo que los datos de produccion del
mutante se obtuvieron calculando la media de la produccién de las 4 cepas.

Los cultivos de las cepas mutantes y silvestre se desarrollaron en medio sé6lido FKAm y
la extraccién de tacrolimus se realiz6 a los 7 dias de cultivo, tiempo de maxima produccion
de tacrolimus (ver apartado 3.3.3.2). La produccién se cuantific6 mediante HPLC y los
resultados obtenidos se representan en la Figura 3.25. No se observaron diferencias en el
crecimiento entre ambos tipos de cepas, sugiriendo que el gen fkbN no esta implicado en el
metabolismo primario o la diferenciacién celular. Sin embargo, la produccién de tacrolimus
de los mutantes S. tacrolimicus:AfkbN fue un 74 % menor que la de cepa silvestre, lo que
indica que, aunque fkbN no es absolutamente esencial, si acta como un regulador positivo
en la biosintesis de tacrolimus (Figura 3.25).

Estos resultados concuerdan con los presentados recientemente por Gonanovic et al.
(2012) y Mo et al. (2012), quienes describen el gen fkbN como un regulador positivo de la
transcripciéon de tacrolimus en S. tsukubaensis y Streptomyces sp. KCTC 11604BP,
respectivamente, aunque en ambos casos la inactivacion génica conduce a la eliminaciéon
completa de la producciéon de tacrolimus. Sin embargo, y a pesar de no detectarse
produccion de tacrolimus en el mutante S. tsukubaensis:AfkbN, si que existe transcripcién de
los genes de la agrupacion de tacrolimus analizados mediante RT-PCR (Goranovic et al.,

2012). En el caso de S. tacrolimicus la inactivacion génica del regulador fkbN no parece
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producir una disminucién tan drastica de la transcripcién de los genes biosintéticos y por

tanto se siguen detectando pequefias cantidades de tacrolimus.

3.4.1.1.3. Introduccién del gen fkbN en multicopia en S. tacrolimicus vy
S.tacrolimicus:AfkbN

Una vez comprobado el efecto que causa la inactivaciéon del gen fkbN sobre la
producciéon de tacrolimus en S. tacrolimicus se procedié a la introduccién del gen en
multicopia en el mutante S.tacrolimicus:AfkbN para validar los resultados obtenidos tras su
delecion.

En primer lugar disefiamos los oligonucleétidos denominados FkbN SE1 y FkbN SE2
(ver Anexo 6.1.IV), que amplifican un fragmento de 3044 pb conteniendo el gen fkbN junto
con su promotor. En el extremo 5°de cada oligonucleétido se afiadi6 la secuencia de corte de
la enzima Spel para facilitar su clonaje en el pldasmido pAMBI. El plasmido pAMBI es un
vector replicativo tanto en E. coli como en Streptomyces y posee genes de resistencia a
apramicina (aac(3)IV), tioestreptona (tsr) y ampicilina(amp) .

Realizamos la PCR con la ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion® (New England
BioLabs), siguiendo el procedimiento descrito en materiales y métodos (apartado 2.10) y
utilizando como molde el césmido E. La banda obtenida fue purificada y clonada en el sitio
tnico de corte Smal del plasmido pBluescript en la cepa E.coli DHba. La correcta
amplificacion fue comprobada mediante secuenciacion. El gen fkbN con su promotor fue
liberado con la enzima de restriccién Spel y posteriormente fue clonado en el sitio Gnico de
corte Spel del plasmido pAMBI1 obteniéndose el plasmido pAMBI1-fkbN. Dicha construccion
fue introducida mediante transformacion en la cepa E. coli ET12567/pUZ8002.
Posteriormente, el plasmido pAMB1-fkbN fue transferido mediante conjugacion a las células
de S. tacrolimicus y S. tacrolimicus:AfkbN siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
2.13.6. Los transformantes fueron seleccionados mediante resistencia a apramicina y
tioestreptona. Del mismo modo fue introducido el vector pAMBI en la cepa parental S.

tacrolimicus para su posterior uso como control.

3.4.1.1.4. Andlisis de la produccién de tacrolimus en el mutante S.
tacrolimicus:AfkbN y la cepa silvestre tras la introduccién del gen fkbN en
multicopia

En un primer momento estudiamos el efecto de la introduccién del plasmido replicativo

PAMBI sobre la produccién de tacrolimus en la cepa parental para asegurarnos de que los

resultados obtenidos eran debidos exclusivamente a la presencia del gen fkbN en multicopia

y no a la del plasmido pAMBI1 por si mismo. Como resultado de la introducciéon del



Resultados y Discusion

plasmido pAMBI se observa una disminucién de la produccién de tacrolimus en torno al 17
%, por lo que asumimos que la introduccién del plasmido afecta ligeramente de forma
negativa a la producciéon del metabolito secundario tacrolimus pero no lo suficiente como
para descartar su uso en los experimentos de sobreexpresion (Figura 3.25).

Al comparar la producciéon de la cepa S. tacrolimicus/pAMB1 con la cepa S.
tacrolimicus/pAMBI1-fkbN se observa un aumento en la produccién de tacrolimus del 83%
(Figura 3.25). Estos datos concuerdan con los mostrados por Goranovic et al. (2012), quienes
muestran que la sobreexpresion del gen fkbN produce un aumento significativo del titulo de
tacrolimus de 2.1 veces con respecto a la cepa parental S. tsukubaensis.

Por otro lado, y para comprobar si el gen fkbN es el responsable directo de la
disminucién de la produccién de tacrolimus en el mutante, analizamos el efecto de la
introducciéon en multicopia del gen fkbN en el mutante S. tacrolimicus:AfkbN. Al comparar la
produccién de tacrolimus entre la cepa S. tacrolimicus:AfkbN/pAMB1-fkbN con su cepa control
S. tacrolimicus:AfkbN se observa un aumento de la produccion de tacrolimus de 8,5 ng/mg de
peso seco. Si comparamos estos valores con los obtenidos por la cepa silvestre, se observa
una restauracion de los niveles de produccion de tacrolimus que se habian visto afectados
por la inactivacion del gen fkbN. Por todo ello, se valida el papel como regulador positivo de

la transcripcion de tacrolimus que el gen fkbN ejerce en S. tacrolimicus (Figura 3.25).
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Figura 3.25. Resultados de la produccion especifica de tacrolimus de las distintas cepas analizadas. A) Grafico
que muestra los resultados de los cultivos realizados en medio sélido. Cada valor se obtiene a partir de
extracciones realizadas a partir del micelio crecido en 8 placas. Los experimentos fueron realizados por triplicado.
B) Tabla que muestra los valores de la produccién especifica de tacrolimus y la desviacién estdndar. WT, S.

tacrolimicus;, WT+ pAMB1, S. tacrolimicus/pAMBIL; AfkbN, S.tacrolimicus:AfkbN; ~ SE-fkbN, S.
tacrolimus/pAMBI1-fkbN;; C-AfkbN, S. tacrolimicus:AfkbN/pAMBI1-fkbN.
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3.4.1.2. Analisis funcional de orfD en S. tacrolimicus
3.4.1.2.1. Andlisis funcional del gen orfD

Por la presencia de un codén TTA y por su proximidad a los genes estructurales de la
agrupacion génica de biosintesis de tacrolimus, consideramos al gen orfD como un posible

regulador especifico de ruta, por lo que procedimos a su caracterizacion.

3.4.1.2.2. Inactivacién del gen orfD

Utilizando el método REDIRECT® (apartado 2.13) se logré la inactivacién del gen orfD
en el cosmido D8 en E. coli, como paso previo a su interrupciéon en el cromosoma de S.
tacrolimicus. La interrupcion génica se llevo a cabo reemplazando el gen orfD por el casete de
apramicina obtenido a partir del plasmido plJ773 mediante PCR, utilizando los
oligonucleétidos denominados orfD-Up/orfD-Down (ver anexo 6.1.1V). Tras varios intentos
se consiguid el reemplazamiento del gen orfD presente en el cosmido D8 por el casete de
apramicina. Se comprobé mediante PCR el éxito de la sustituciéon utilizando los
oligonucleétidos OrfD RD1/ Orf RD2.

La construccién realizada en E. coli se introdujo en Streptomyces mediante conjugacion a
partir de la cepa ET12567/pUZ8002 segin el método descrito en el apartado 2.13.6. Tras
realizar varias conjugaciones analizamos un total de 536 colonias que fueron seleccionadas
en un primer paso por su resistencia a apramicina. En una segunda seleccion, se hicieron
réplicas de cada colonia en placas de TSA con apramicina y en placas de TSA con
kanamicina y apramicina, seleccionando los clones que crecieron en apramicina (AprX) pero
no lo hicieron en kanamicina+apramicina (KnS). Los exconjugantes positivos fueron
comprobados mediante PCR utilizando dos parejas de cebadores, una pareja externa al gen
orfD denominada OrfD RD1/ OrfD RD2 y otra pareja formada por un cebador interno al gen
de resistencia a la apramicina (acc(3)IV REV) y otro externo al gen orfD (OrfD RD2). Asi, si se
ha producido la sustitucién de forma correcta, la PCR con los oligonucle6tidos externos en
los dobles recombinantes amplificara una banda de 1921 pb, mientras que con los simples
recombinantes se amplificard la banda de 1921 pb correspondiente al gen interrumpido
(procedente del cosmido D8: AorfD) y otra banda de 1232 pb correspondiente al gen silvestre.
Usando la segunda combinacién de oligonucledtidos se espera obtener una banda de 1051 pb
en la cepa S. tacrolimicus:AorfD, mientras que en la cepa silvestre no debe existir
amplificacion. En la Figura 3.26 (A y B), se muestran los resultados de los dos clones que
presentaron el patrén esperado.

Para realizar la hibridacion de Southern se digiri6 el ADN total de la cepa parental y de

los dos clones de S. tacrolimicus:AorfD con la enzima Ncol y se hibridé con una sonda de 811
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pb, conteniendo el gen orfB, obtenida por PCR con los oligonucle6tidos Southern D1/
Southern D2. Los dobles recombinantes presentaban una banda de 3467 pb mientras que la

cepa parental presenta una banda de 2767 pb (Figura 3.26 C y D).
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Figura 3.26. Comprobacion de la interrupcion del gen orfD en el cromosoma de S. tacrolimicus. Analisis
mediante PCR usando los cebadores OrfDR D1/OrfR D2 (A) y con los cebadores acc(3)IV REV y OrfR D2 (B). (C)
Mapa del cromosoma de S. tacrolimicus y del mutante S. tacrolimicus:AorfD. D) Hibridacién de Southern del ADN
de la cepa silvestre y de los 2 exconjugantes analizados de S. tacrolimicus:AorfD digeridos con Ncol. Las bandas
obtenidas corresponden a los patrones de restriccién indicados en C.

3.4.1.2.3. Andlisis de lainactivacion del gen orfD

Tras la inactivaciéon del gen orfD procedimos a estudiar su papel como regulador en la
sintesis de tacrolimus. No se observaron cambios morfolégicos de la cepa mutante con
respecto a la cepa silvestre, lo que sugiere que el gen orfD no esta implicado en el
metabolismo primario. Sin embargo, al comparar la produccién de tacrolimus entre las dos
cepas se observa que la inactivaciéon génica conlleva un aumento de la producciéon de
tacrolimus de un 89 % (Figura 3.27), por lo que se puede concluir que el gen orfD actta como

un regulador negativo de la sintesis de tacrolimus.
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Figura 3.27. Resultados de la produccién especifica de tacrolimus en las distintas cepas analizadas. A) Grafico
de resultados de las fermentaciones realizadas en medio sélido. B) Tabla de valores de la produccién especifica de
tacrolimus y la desviacion estandar. WT, S. tacrolimicus; AfkbD, S.tacrolimicus:AfkbD; WT+ pAMB1, S.

tacrolimicus/pAMB1; SE-kbD, S. tacrolimus/pAMBI1-fkbD; C-AfkbD, S. tacrolimicus:AfkbD/pAMBI1-fkbD.

3.4.1.2.4. Introduccién del gen orfD en multicopia en la cepa S. tacrolimicus y S.
tacrolimicus:AorfD

Debido a que la inactivacion del gen orfD tiene un claro efecto en la produccion de
tacrolimus estudiamos el efecto de la introduccién de varias copias del gen tanto en la cepa
silvestre como en el mutante S. tacrolimicus:AorfD.

La estrategia seguida para la sobreexpresion de orfD fue la misma que para fkbN. En este
caso se empled la pareja de oligonucleétidos FkbD SE1/FkbD SE2, que amplifica un
fragmento de 862 pb, utilizando como ADN molde el césmido D8. En el extremo 5° de cada
oligonucleétido se afiadi6 la secuencia de corte de la enzima Spel para facilitar el clonaje del
gen orfD en el plasmido pAMBI.

El producto de PCR se cloné en el sitio Smal de pBluescript obteniéndose el vector pBS-
orfD, de 3823 pb. Los transformantes fueron analizados por patrones de digestion y mediante
secuenciacion con los oligonucleétidos universales F y R. Posteriormente el vector pBS-orfD
fue digerido con la enzima Spel liberdndose el fragmento correspondiente al gen orfD, que
finalmente fue clonado en el sitio de corte Spel del pldsmido pAMBI1, obteniéndose la
construccion pAMBl-orfD, de 10.590 pb. Dicha construccién fue introducida mediante
conjugaciéon en las cepas S. tacrolimicus y S. tacrolimicus:AorfD desde la cepa E. coli

ET12567/pUZ8002.
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3.4.1.2.5. Andlisis de la produccién de tacrolimus en el mutante S.
tacrolimicus:AorfD y la cepa silvestre tras la introduccién del gen orfD en
multicopia

Para confirmar que el gen orfD era el tinico responsable del aumento de la produccién de
tacrolimus tras la inactivacion génica, procedimos a la complementaciéon de la cepa
tacrolimicus:AorfD mediante la introducciéon del gen orfD, junto con su regién promotora,
clonado en el plasmido pAMBI. Tras la comparacién de la produccién de tacrolimus entre la
cepa S. tacrolimicus/AorfD y la cepa S. tacrolimicus:AorfD/pAMBIl-orfD se observa una
disminucién de la produccion de tacrolimus del 59 %. Si comparamos estos valores con los
obtenidos por la cepa silvestre, se observa una restauraciéon de los niveles de produccion de
tacrolimus que se habian visto afectados por la inactivacion del gen orfD.

Del mismo modo estudiamos el efecto de la sobreexpresiéon del gen orfD en la cepa
parental, observiandose una disminucién de la producciéon del 26% en la cepa S.
tacrolimus/pAMB1-orfD frente a la cepa control S. tacrolimus/pAMBI (Figura 3.27). Por todo
ello, se valida el papel del gen orfD como un regulador negativo de la transcripcion de

tacrolimus en S. tacrolimicus.

3.4.1.3. Andlisis funcional de orfX en S. tacrolimicus
3.4.1.3.1. Andlisis funcional del gen orfX

Debido a la proximidad del gen orfX a los genes estructurales de la agrupacion génica de
tacrolimus, procedimos a su interrupcién para estudiar el posible efecto regulador de dicho

gen en la produccion de tacrolimus.

3.4.1.3.2. Inactivacion del gen orfX

La inactivacion génica se llevé a cabo utilizando la técnica REDIRECT®, reemplazando el
gen orfX por un fragmento de 1384 pb amplificado mediante PCR a partir del plasmido
plJ773. Para ello se utilizaron los cebadores orfX-Up/orfX-Down y el c6smido E. Se verific6
el reemplazamiento mediante PCR wutilizando los oligonucleétidos fkb2101/fkb1421,
previamente empleados en la secuenciaciéon de la agrupacién génica (Anexo 6.1.1). En las
colonias donde produjo doble recombinacién se obtuvo una banda de amplificaciéon de 2709
pb, frente a la banda de 2356 pb obtenida con la cepa silvestre (Figura 3.28).

El césmido con el gen orfX delecionado se introdujo en S. tacrolimicus mediante
conjugacién (ver apartado 2.13.6). Como resultado de la conjugacién se obtuvieron 327
colonias que fueron seleccionadas en un primer paso por su resistencia a apramicina, lo cual
indicaba que se habia incorporado el gen aac(3)IV. En una segunda seleccién, se hicieron

réplicas en medio TSA con apramicina y en TSA con apramicina y kanamicina de cada
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colonia obtenida. Tras el andlisis mediante PCR utilizando los oligonucleétidos
fkb2101/fkb1421 de mas de 200 colonias que mostraban el fenotipo Apr® KnS no obtuvimos
ningtn doble recombinante. Por tanto se volvieron a realizar nuevas rondas de conjugacion
utilizando diferentes concentraciones de células. Inicialmente se ensay6 una mezcla de 108
esporas resuspendidas en 0,5 ml de 2xTY con 0,5 ml de una suspensién de E. coli (DOsopo de
0,4). Posteriormente se utilizaron concentraciones de esporas de 2x108y 109, asi como células
de E. coli provenientes de cultivos a una DOgoo de 0,4, 0,5y 0,6, en 1 ml final. Tras llevar a
cabo las diferentes conjugaciones se analizaron més de 1600 colonias por su resistencia a los
distintos antibiéticos. Los clones fueron sembramos en medio TSA con apramicina y
posteriormente en medio con apramicina y kanamicina. De las 270 clones AprR KnS
analizados posteriormente mediante PCR ninguno presenté la banda de amplificacién
correspondiente al gen interrumpido.

Debido a que la tasa de doble recombinacién era nula, probamos a forzar la doble
recombinacién mediante pases de las colonias recombinantes simples tanto en medio TSB
como en medio TSA suplementado con apramicina. Finalmente y tras realizar 103 pases no
se obtuvo ningin doble recombinante. Igualmente se realiz6 de nuevo en E. coli la
construccién del césmido E con el gen orfX interrumpido para su posterior interrupcion en el
cromosoma de S. tacrolimicus.

En este segundo intento, y tras analizar méas de 400 exconjugantes, tampoco se obtuvo
ningtn clon positivo. Debido a la imposibilidad de obtener un mutante con el gen orfX
delecionado y puesto que este gen no estaba presente en el resto de agrupaciones génicas de

otras especies productoras de tacrolimus desistimos de continuar con su inactivacién génica.

orfX AorfX )\ Pstl

e
%

2709pb =
2356pb [

Figura 3.28. Analisis mediante PCR para comprobar la
inactivacién del gen orfX. Carril 1, PCR a partir del cé6smido E
silvestre; Carril 2, cdsmido E recombinante (césmido E:AorfX);

Carril 3, ADN del fago A digerido con la enzima de restriccién Pstl.
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3.4.1.3.3. Introduccién del gen orfX en multicopia en la cepa S. tacrolimicus

A pesar de no lograr la inactivacion del gen orfX en S. tacrolimicus procedimos a su
sobreexpresion en la cepa silvestre para estudiar el efecto de la introduccién de varias copias
del gen sobre la produccién de tacrolimus.

Para ello se disefio una pareja de oligonucleétidos denominados FkbX SE1/FkbX SE2
que amplifican un fragmento de 1249 pb utilizando como ADN molde el césmido E. El
producto de PCR se cloné en el sitio Smal de pBluescript obteniendo el vector pBS-orfX. Tras
comprobar que la secuencia del fragmento clonado se correspondia con el gen orfX, se digiri6
el vector pBS-orfX con la enzima Spel, liberandose el fragmento correspondiente al gen orfX
que finalmente fue clonado en el sitio de corte tinico Spel del plasmido pAMBI.

Por ultimo la contruccién pAMBI1-SEorfX fue trasferida mediante conjugacién a la cepa
parental desde E. coli ET12567/pUZ8002. La presencia en el vector de los marcadores de
resistencia AprR y TsrR nos permitié diferenciar facilmente aquellas colonias que poseian la

construccion.

3.4.1.3.4. Andlisis de la producciéon de tacrolimus en la cepa silvestre tras la
introduccion del gen orfX en multicopia

Tras comparar la produccion de la cepa S. tacrolimus/pAMBI-orfX con su cepa control S.

tacrolimus/pAMBI se observé una disminucién de la produccion del 7,3%, no siendo este dato

significativo. Por lo tanto, y con los datos disponibles, podemos concluir que el gen orfX no

tiene un papel regulador significativo sobre la produccién de tacrolimus (Figura 3.29).
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Figura 3.29. Resultados de la produccién especifica de tacrolimus en la cepa S. tacrolimicus/pAMB1 y S.
tacrolimicus/pAMBI1-orfX. A) Grafico que muestra los resultados de las fermentaciones realizadas en medio
s6lido. B) Valores de la produccién especifica de tacrolimus y la desviacion estandar en las cepas estudiadas.

167




168

Resultados y Discusion

3.4.1.4. Anaélisis funcional de orfW en S. tacrolimicus

3.4.1.4.1. Andlisis funcional del gen orfw
Debido a la proximidad del gen orflV a la agrupaciéon génica de tacrolimus,
procedimos a la inactivacién génica para estudiar el posible efecto regulador de dicho gen

sobre la produccién de tacrolimus.

3.4.1.4.2. Inactivacion del gen orfw

La inactivacion génica se llevé a cabo mediante la técnica de REDIRECT® realizando el
reemplazamiento en el césmido E. El reemplazamiento se verific6 mediante PCR utilizando
los oligonucleétidos fkb2104/fkb1309, usados previamente para la secuenciaciéon de la
agrupacion génica de tacrolimus (Anexo 6.1.I). En las colonias donde se produjo doble
recombinacién obtuvimos una banda de amplificaciéon de 2917 pb frente a la banda de 2018
pb obtenida con la cepa silvestre (Figura 3.30).

Tras obtener varios clones positivos, se introdujo el cosmido E:AorfIWV en la cepa E. coli
ET12567/pUZ8002 mediante transformacion. El ADN de las colonias obtenidas se analizo
mediante PCR para comprobar que el c6smido con la construccién no se habia perdido.

A continuacion, el césmido recombinante se transfirié a las células de S. tacrolimicus
mediante conjugacion (ver apartado 2.13.6). Como resultado de la conjugacion se obtuvieron
457 colonias que fueron seleccionadas en un primer paso por su resistencia a apramicina. En
una segunda seleccién, con cada colonia obtenida se hicieron réplicas en placas de medio
TSA con apramicina y en placas de medio TSA con apramicina y kanamicina. Del mismo
modo que ocurrié con el gen orfX, no obtuvimos ningtin doble recombinante, por lo que
procedimos tanto a realizar nuevas conjugaciones para obtener un doble recombinante de
manera directa, como a hacer pases en medio liquido y sélido a partir de los recombinantes

simples con el fin de forzar la doble recombinacion.

APstl — orflW AorflW

2917 pb >

2018pb P=| = =

Figura 3.30. Anilisis mediante PCR para comprobar la
e inactivacién del gen orfW. Carril 1, ADN del fago A digerido
con la enzima de restricciéon Pstl; carril 2, control negativo
(reaccién de PCR con agua mQ en lugar de ADN); carril 3, ADN
del cosmido E silvestre; carril 4, ADN del césmido E

recombinante (césmido E:AorfIV).
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Tras analizar mas de 1000 exconjugantes y realizar mas de 52 pases, no fue posible
obtener un doble recombinante con el gen inactivado.

Uno de los posibles motivos por el cual no fuimos capaces de obtener dobles
recombinantes puede ser debido a la posicién de los genes orflV y orfX en el césmido E.
Dichos genes se encuentran situados cercanos a uno de los extremos del c6smido, estando el
gen orflW y el gen orfX a 4900 pb y 3800 pb del extremo T3 del césmido E, respectivamente.
Aunque en principio las casi 5 y 4 Kb son suficientes para que en ellas se produzcan una
recombinacién, puede que haya sido un factor determinante para no tener éxito en la
inactivacion de dichos genes. Los otros dos césmidos obtenidos en el rastreo en la zona
derecha de la agrupacion génica de tacrolimus, denominados césmido D y F, no pudieron
ser utilizados para la interrupciéon génica, ya que uno estaba reorganizado (césmido D) y el
otro no contenia la secuencia de dichos genes (cosmido F). Puesto que estos posibles genes
reguladores no estaban presentes en el resto de agrupaciones de tacrolimus, dimos por

finalizado el intento de inactivacion.

3.4.1.4.3. Introduccién del gen orfW en multicopia en la cepa S. tacrolimicus

Aunque no tuvimos éxito en la inactivacion del gen orflV en S. tacrolimicus, procedimos a
su amplificacién en la cepa silvestre para estudiar el efecto de la introduccién de varias
copias del gen sobre la produccién de tacrolimus.

Utilizando como molde el césmido E, realizamos una PCR con la pareja de
oligonucleétidos FkbW SE1/FkbW SE2 (Anexo 6.1.1V), obteniendo un fragmento de 727 pb
que se clono en el sitio Smal de pBluescript obteniéndose el vector pBS-orfW en la cepa E.coli
DH5a. Analizamos los clones obtenidos mediante patrones de digestion, y los clones
positivos fueron confirmados mediante secuenciacion.

El gen orflV fue liberado mediante digestiéon con Spel y posteriormente clonado en el
sitio tnico de corte Spel del plasmido replicativo pAMBI. El plasmido pAMB-orfW fue
introducido en la cepa E. coli ET12567/pUZ8002 mediante transformacién y posteriormente
transferido mediante conjugacion a S. tacrolimicus. Los exconjugantes fueron seleccionados

por marcadores de resistencia, siendo los exconjugantes positivos AprR TsrR.

3.4.1.4.4. Andlisis de la produccion de tacrolimus en la cepa silvestre tras la
introduccion del gen orfW en multicopia

Tras comparar la produccién de la cepa S. tacrolimus/pAMBI-orflV con su cepa control S.

tacrolimus/pAMBI se observé un ligero aumento de la producciéon del 10%, no siendo este

dato significativo si tenemos en cuenta los datos de desviacion estandar (Figura 3.31).

169




170

Resultados y Discusion

Al no disponer de los datos de produccién de la cepa mutante S. tacrolimicus: AorflWV no
podemos determinar el efecto regulador del gen orflV sobre la producciéon de tacrolimus. Sin
embargo, los resultados de produccién de la cepa sobreexpresada S. tacrolimus/pAMBI-orflN
parece indicar el gen orflW tampoco tiene un papel regulador sobre la produccién de

tacrolimus.
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Figura 3.31. Resultados de la produccién especifica de tacrolimus en la cepa S. tacrolimicus/pAMB1 y S.
tacrolimicus/pAMB1-orfW. A) Grafico que muestra los resultados de las fermentaciones realizadas en medio
s6lido. B) Valores de produccién especifica de tacrolimus y desviacion estandar en las cepas estudiadas.

3.4.2.Expresion heterologa del gen fkbG de la agrupacion génica de
tacrolimus de S.tsukubaensis en S.tacrolimicus

Tras la secuenciaciéon de la agrupacion génica de tacrolimus en S.tacrolimicus,
observamos que el gen fkbG, que codifica una metiltransferasa esencial para la sintesis de la
unidad extendedora metoximalonil-ACP, se encontraba truncado, presentando tnicamente
los nucleétidos que codifican los primeros 41 aa (extremo 5°) y los tltimos 99 aa (extremo 3°)
de la proteina en comparacién con su homologo fkbG en S. tsukubaensis, de 222 aa. Entre los
dos fragmentos existen 5 nucleétidos, interrumpiéndose el marco de lectura y por tanto
siendo imposible la traduccion de la proteina.

De este modo, y siendo esencial la proteina FkbG para la sintesis de tacrolimus
propusimos que la metiltransferasa codificada por el gen orfG, secuenciado por primera vez
en este trabajo, podria suplir la funcién de FkbG. Sin embargo, y debido a que inicialmente
no observamos produccién de tacrolimus en los caldos de cultivo de S.tacrolimicus, pensamos
que la falta de produccion podria ser debida a la no funcionalidad del gen fkbG. Para
comprobarlo clonamos el gen homoélogo fkbG de la agrupacién génica de S.tsukubaensis, que

presenta una identidad del 86%, en el plasmido replicativo pAMBI.
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Para proceder con el experimento disehamos la pareja de oligonucleétidos fkbG-
SE1/fkbG-SE2 que amplifica un fragmento de 927 pb, incluyendo el gen fkbG y su promotor.
Realizamos el clonaje en el sitio tnico Smal del plasmido pBluescript en E.coli DH5a y el
inserto fue liberado con la enzima Spel y posteriormente clonado en el sitio tinico Spel del
plasmido pAMBI. Del mismo modo que para la sobreexpresion de los genes reguladores, el
plasmido pAMBI-SEfkbG fue introducido en la cepa E. coli ET12567/pUZ8002.
Posteriormente el plasmido pAMBI1-SEfkbG fue transferido a S. tacrolimicus mediante
conjugacion. Los exconjugantes fueron seleccionados por marcadores de resistencia, siendo

los exconjugantes positivos AprR TsrR.

3.4.2.1. Andlisis de la produccion de tacrolimus tras la expresion heter6loga del gen
fkbG de S. tsukubaensis en S. tacrolimicus

Fueron obtenidos 5 clones de la cepa S. tacrolimicus:pAMB1-fkbG, a partir de los cuales
se procedié a determinar la produccién de tacrolimus en medio sélido a los 7 dias de cultivo.

Al comparar la produccion mediante bioensayo se pudieron observar halos de
inhibicién sensiblemente més grandes con los extractos obtenidos a partir de los distintos
clones de la cepa sobreexpresada que con el extracto obtenido a partir de la cepa silvestre
(Figura 3.32 B). S. tacrolimicus:pAMB1-fkbGi fue la cepa de eleccion para posteriores andlisis
cuantitativos mediante HPLC por el mayor didmetro del halo de inhibicién presentado en el
bioensayo (Figura 3.32 A). Dicha cepa, present6 un incremento de la producciéon de
tacrolimus del 28 % frente a la cepa silvestre, lo que confirma los resultados observados

mediante bioensayos (Figura 3.33).
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Figura 3.32. Analisis mediante bioensayo y HPLC del producto de la extraccién de los cultivos en medio
s6lidode. A) Cromatograma de los extractos obtenidos a partir los cultivos en medio sélido de las cepas S.
tacrolimicus/ pAMBI (linea negra) y S. tacrolimicus/pAMB1-fkbG (linea roja). B) Placa de bioensayo utilizando la
cepa Saccharomyces cerevisize TB23 como microorganismo sensor. El halo del pocillo 1 corresponde a la muestra
procedente de la extraccién del cultivo de la cepa S. tacrolimicus/pAMBI. Los pocillos 2 a 6 corresponden a los
cultivos de distintos clones de la cepa S. tacrolimicus/pAMB1-fkbG. El pocillo central corresponde a tacrolimus
puro (5 pg/ml) utilizado como control positivo.
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Nuestros resultados implican que la introduccién en multicopia del gen fkbG de S.
tsukubaensis tiene un efecto positivo en la produccioén de tacrolimus en S. tacrolimicus. Estos
datos son coherentes con los presentados en el trabajo de Chen et al. (2012), donde muestran
que la duplicaciéon de la agrupacion de genes fkbGHIJK para la sintesis de la unidad
extendedora metoximalonil-ACP en S. tsukubaensis produce un aumento de la producciéon
del 30% con respecto a la cepa silvestre, si bien en este trabajo introducen una copia de toda
la agrupacion de genes fkbGHIJK y en nuestro caso Unicamente el gen fkbG. Nuestros
resultados confirman que el hecho de que se encuentre truncada la metiltransferasa,
responsable de la reacciéon de metilaciéon previa a la sintesis de la unidad extendedora
metoximalonil-ACP, es un factor limitante para la sintesis de dicha unidad extendedora y en
dltima instancia para la de tacrolimus. Sin embargo, la deteccion de produccion en S.
tacrolimicus supone que la actividad de dicho gen es reemplazado por otro, siendo uno de los

principales candidatos el gen orfG.
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Figura 3.33. Resultados de la produccién especifica de tacrolimus en la cepa S. tacrolimicus/pAMB1 y S.
tacrolimicus/pAMBI1-fkbG. A) Gréfico que muestra los resultados de las fermentaciones realizadas en medio
s6lido. B) Valores de produccién especifica de tacrolimus y desviacion estdndar en las cepas estudiadas.

3.4.3. Andlisis transcripcional de la produccion de tacrolimus en S.
tacrolimicus mediante gRT-PCR
Una vez obtenidos los resultados de produccién de tacrolimus en medio sélido tanto de
la cepa silvestre como de los mutantes S.tacrolimicus:AfkbN y S. tacrolimicus:AorfD,
procedimos a su validacién mediante analisis transcripcional.
Debido a la baja producciéon de tacrolimus detectada en las fermentaciones de S.
tacrolimicus, del orden de 13 ng/mg en la cepa silvestre, era necesario utilizar una técnica de

analisis transcripcional que permitiera detectar pequefias diferencias de expresiéon entre la
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cepa silvestre y los mutantes, por lo que la qRT-PCR (del inglés “quantitative Real Time
PCR”) fue el método de eleccion.

La qRT-PCR presenta alta sensibilidad y especificidad, buena reproducibilidad y un
amplio rango de cuantificacién, ademés es el método mas sensible y fiable en casos de
transcritos poco abundantes o con ARN parcialmente degradado (Nikitina et al., 2003).

Para poder comparar los resultados a partir de las fermentaciones en medio sélido con
los resultados obtenidos de las qRT-PCR era necesario llevar a cabo la extraccién de ARN a
partir de micelio crecido en medio sélido. Para ello fue necesario optimizar en primer lugar

el protocolo de extraccion de ARN de S.tacrolimicus a partir de medio sélido.

3.4.3.1. Optimizacion del protocolo de extraccién de ARN de S. tacrolimicus a partir
de medio solido

El grado de integridad del ARN es esencial para obtener datos de expresion génica
significativos, siendo necesario ARN de alta calidad, libre de ADN y no degradado para
obtener resultados fiables (Becker et al., 2010; Fleige y Pfaffl, 2006).

En un primer momento se empledé una adaptacion de un método descrito para
Streptomyces por Tunca et al., 2007. Sin embargo, y debido a que obteniamos ARN
completamente degradado, procedimos a hacer cambios, inicialmente en el protocolo de
extraccion y posteriormente en la muestra de partida.

En cuanto al protocolo fueron testadas diferentes concentraciones de lisozima (0, 0,15y
0.3 mg/ml) para favorecer la ruptura de la pared celular tras agitaciéon con voértex, asi como
afladir bolas de vidrio para facilitar la disgregacion mecanica del micelio. Con estas
modificaciones se obtuvieron buenas concentraciones de ARN, aunque éste se encontraba
degradado, por lo que parecia que el problema no estaba en la ruptura del micelio.

Por ello se fijo la concentraciéon de lisozima en 0,15 mg/ml y se analizaron distintos
tiempos de cultivo, recogiendo muestras a las 24 h (antes no se observa suficiente
crecimiento en las placas de S. tacrolimicus), 48 y 72 h. En todos los casos se obtuvo ARN
degradado, aunque con mejores indices de integridad a las 48 h que en el resto de los
tiempos.

Finalmente se observé que el problema no estaba tanto en el protocolo de extraccién o
en los tiempos de recogida del micelio, sino que el problema radicaba en el material de
partida utilizado para la extraccion. En un principio las placas eran sembradas a partir de un
vial de micelio conservado en glicerol al 20 % a -80 °C, asegurando que todas las extracciones
se realizaban a partir del mismo inoculo de partida. Sin embargo, a pesar de que el

crecimiento en placa era normal, la integridad del ARN se veifa fuertemente afectada por el
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glicerol y la congelacién. Por ello, se decidié partir de un preinéculo fresco inoculado con
esporas de S. tacrolimicus para cada siembra. En este caso se obtuvieron muestras con una

buena integridad de ARN (RNA Integrity number “RIN”) (Figura 3.34).
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Figura 3.34. Resultado del proceso de optimizacion del protocolo de extracciéon del ARN sobre el
namero RIN de las muestras obtenidas. A) Electroforetograma de muestra con gran degradacién de
ARN (RIN no disponible) antes de optimizar el protocolo. B) Electroforetograma de muestra con una
alta integridad de ARN (RIN 9.4) obtenida tras la optimizacién del protocolo de extracciéon de ARN a
partir de fermentaciones en medio sélido.

Las condiciones finales elegidas para la extraccion de ARN fueron las 48 h de cultivo en
el medio de produccién FKAm, estando el grado de integridad para todas las muestras
especificado por el numero RIN, entre 8,5 y 9,4 (sobre un méximo de 10). En cuanto a la
pureza del ARN, en todos los casos la relacion de las absorbancias a 260 y 280 nm (A2s0/ A2so)
estuvo en el rango 1.9-2.1, confirmando de este modo que no estaba contaminado con
proteinas. La relacion Ao/ Ao estaba cercana a 2, lo que indica que las muestras no estaban
contaminadas con solventes organicos utilizados durante la extraccién, como fenol, que
pueden interferir en el experimento (Gallagher y Desjardins, 2006). Para asegurarnos de que
el ARN no presentaba contaminacién con ADN se analizaron las muestras en un gel de

agarosa.

3.4.3.2. Disefio de oligonucleétidos paralas gRT-PCR

Tras realizar un andlisis informatico de la agrupaciéon génica de tacrolimus se decidio
estudiar la expresion de los genes orfD, orfL, orfG, fkbG, fkbL, fkbB, fkbO, fkbQ y fkbN por ser
los primeros genes de todos los posibles transcritos de la agrupaciéon , utilizando el gen hrdB
como referencia.

Disefiamos una pareja de oligonucleétidos para cada gen (Tabla 3.5 y anexo 6.1.VI)
teniendo en cuenta el tamafio, la especificidad, la complementariedad, la Tm y la presencia
de residuos G/ C en el extremo 3’de los cebadores. En cuanto al tamafio, los cebadores tenian

un tamafio de 17 a 25 nt, y el fragmento a amplificar estaba comprendido entre 90 a 200 pb.
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Los oligonucleétidos fueron altamente especificos, no presentando complementariedad tanto
intra-oligonucledtido como entre la pareja de cebadores. Se buscaron parejas de
oligonucle6tidos con una diferencia de Tm no superior a 4 y que en cuyo extremo 3°
presentaran al menos 3 residuos de G o C para favorecer que dicho extremo hibride

correctamente (Sharrocks y Shaw, 1992).

Tabla 3.5. Relacién de cebadores empleados para la realizacion de los experimentos de qRT-PCR.

Gen e FER e Ta.maﬁo Eficiencia reaccion ' T? éptima
amplicon (pb) (%) anillamiento (°C)

hrdB hrdB U/ hrdB U 109 94.37 62
fkbO fkbO QRT-U2/ fkbO QRT-D2 150 90.20 64
fbQ fkbQ QRT-U2/ fkbQ QRT-D2 9% 93.12 66
fkbN fkbN QRT-U1/ fkbN QRT-D1 92 88.15 64

orfD orfD QRT-U1/ orfD QRT-D1 139 90.60 60

orfL orfL QRT-U1/ orfL QRT-D1 186 97.19 62

fkbG fkbG QRT-U1/ fkbG QRT-D1 100 97.05 62

orfG orfG QRT-U1/ orfG QRT-D1 103 89.16 66

Los oligonucleétidos fueron disefiados utilizando dos programas informaticos (Primer 3
y Primer Select) asegurdndonos asi de que cumplian las caracteristicas mencionadas
anteriormente. A pesar de ello, 3 de las parejas no funcionaron correctamente, la pareja tkbO
QRT-U1/fkbO QRT-D1 formaba hibridaciones inespecificas, la pareja fkbQ QRT-U1/fkbQ
QRT-D1 presentaba problemas de dimeros y la pareja fkbB QRT-U1/fkbB QRT-D1 también
produjo hibridaciones inespecificas. En el caso del gen fkbB, codificante de una PKS, tras
intentar 3 parejas distintas de cebadores decidimos no analizarlo por la imposibilidad de
obtener hibridaciones especificas, ya que la alta repeticién de secuencia de las PKS dificulté
enormemente el disefio de oligonucleétidos especificos. En el caso de los otros dos genes
finalmente se consiguieron parejas de cebadores que anillaban de manera especifica (Figura
3.35).

Una vez obtenidos los oligonucleétidos especificos para cada gen objeto de estudio y
determinada la temperatura a la cual los oligonucle6tidos anillaban de manera especifica, se
analiz6 la eficiencia de cada reaccién para dicha temperatura. El valor de la eficiencia de la
reaccion de PCR se obtuvo a partir de la curva standard realizada a partir de diluciones
seriadas de ADNt (Pfaffl, 2001). Para obtener resultados precisos y reproducibles son
aconsejables eficiencias cercanas o por encima del 90%. Una eficiencia del 100% indica que
todas las moléculas (moldes) se duplican después de cada ciclo durante la fase exponencial.
En la tabla 3.5 se muestran las eficiencias de la reacciéon de PCR para cada gen, siendo todas

ellas cercanas o superiores al 90%.
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1Kkb_hrdB - Tamafiode
Gen
amplificado banda esperado
(pb)
hrdB 109
fkbO 150
fkbQ 96
fkbN 92
orfD 139
orfL 186
fkbG 100
orfG 103

Figura 3.35. Comprobacién mediante PCR de la especificidad de los cebadores disefiados para cada
gen.

3.4.3.3. Retrotranscripcion y reaccién de PCR atiempo real

La sintesis de ADNCc se llev6 a cabo empleando la retrotranscriptasa Super Script™ III
(apartado 2.15.1). La amplificacién y cuantificacién del ADNc mediante PCR a tiempo real se
realiz6 usando SYBR® Green Real-Time PCR Master Mix (Applied Biosystems), en un
termociclador StepOnePlus (Applied Biosystems). El SYBR Green es un fluoréforo de uniéon
especifica al surco menor de la doble hélice de ADN y detecta cuantitativamente el amplicén
mediante la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET). Si tenemos un
tnico producto de PCR, el SYBR Green es especialmente util ya que produce fondo
inespecifico tnicamente a ciclos muy tardios.

El nivel de expresion de los genes fue medido mediante cuantificacién relativa. La
cuantificacion relativa determina los cambios en los niveles de ARNm en estado estacionario
de un gen en multiples muestras y expresado en relacién a los niveles de un control interno
de ARN. En nuestro caso comparamos los niveles de expresiéon de varios genes de la
agrupacion génica de tacrolimus de S. facrolimicus frente a los de los mutantes
S.tacrolimicus:A fkbN, y S.tacrolimicus:AorfD y utilizando como referencia el gen constitutivo
hrdB, que codifica el principal factor sigma de la ARN polimerasa. Para cada gen se
realizaron 2 replicas biolégicas y 3 replicas técnicas, realizando los experimentos por
triplicado. Los céalculos fueron obtenidos a partir del modelo matematico de cuantificacion
relativa con correccién de la eficiencia desarrollado por Pfaffl (2001). En la ecuacién de Pfaffl,
la relacion de la expresion relativa (R) del gen diana (objeto de estudio) es calculado en base
a la eficiencia (E) y la desviacion del Ct de una muestra desconocida (en nuestro caso el
mutante) frente al control (cepa silvestre) y expresado en comparaciéon con el gen de
referencia, en nuestro caso hrdB (Pfaffl, 2001).

(Ed' )ACtdiana(control—mutante)
l1ana

- ACt control-mutante
(Ereferencia) ref( )
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3.4.3.4. Andlisis transcripcional de los genes de biosintesis de tacrolimus en la
cepa S.tacrolimicus:AfkbN mediante qRT-PCR

Los resultados de produccién de tacrolimus mostraron que la inactivacién del gen
regulador fkbN afecta negativamente a la produccién de tacrolimus. Para validar los efectos
de la delecion del gen, llevamos a cabo un andlisis comparativo de la expresion de los genes
de la agrupacion génica de tacrolimus en la cepa mutante S.tacrolimicus:AfkbN frente a la cepa
silvestre, con el fin de dilucidar qué genes se encuentran bajo la regulacién de fkbN ya sea de
manera directa o bien mediada por factores intermedios.

Los resultados del andlisis transcripcional mediante qRT-PCR del mutante
S.tacrolimicus:AfkbN indican que todos los genes analizados se transcriben tanto en el mutante
como en la cepa silvestre, produciéndose un descenso més pronunciado de la transcripciéon
en los genes fkbG (descenso de 4.48 veces), orfG (7.14 veces) y orfD (5.33 veces) (Figura 3.36).
Para los genes orfL, fkbO y fkbQ se obtuvieron disminuciones de expresion de 2,83, 1,62 y 2,29
veces, respectivamente (Figura 3.36). Por lo tanto, estos datos validan los resultados
obtenidos tras los experimentos de produccién por lo que se puede concluir que el gen fkbN

acttila como un regulador positivo de la transcripcion.

oy | O foG oD [ orfG [ orfl [ fkbQ Ml kO

Figura 3.36. Analisis mediante qRT-PCR de la expresiéon de los genes de la agrupacion de
tacrolimus en S. tacrolimicus: AfkbN. Representacién, a escala logaritmica, de los niveles de
expresion relativa en S. tacrolimicus:AfkbN en relacién a la de S. tacrolimicus, a la que se le asigna un
valor relativo de 1. Las barras de error sefialan la desviacién estandar.

3.4.3.5. Anadlisis transcripcional de los genes de biosintesis de tacrolimus en la
cepa S.tacrolimicus:AorfD mediante qRT-PCR

Los andlisis de HPLC de los extractos obtenidos a partir de la cepa mutante

S.tacrolimicus:AorfD mostraron un aumento significativo de la producciéon de tacrolimus

frente a la cepa silvestre, lo que indica que el gen orfD acttia como un regulador negativo de
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la transcripcion. Para validar estos resultados se llevé a cabo un analisis transcripcional
cuantificando las diferencias de expresién entre la cepa mutante S.tacrolimicus:AorfD y la cepa
silvestre. Los resultados de qRT-PCR mostraron que los niveles de expresiéon de todos los
genes estudiados, a excepcion de fkbN, eran mayores en el mutante S. tacrolimicus:AorfD que
en la cepa parental.

Las metiltransferasas codificadas por los genes fkbG y orfG se expresaron 4,83 y 9,06
veces mas que en la cepa parental. Los genes orfL, fkbQ y fkbO mostraron un nivel de
expresion de 1,7, 2,18 y 2,5 veces més que en la cepa silvestre, respectivamente. El caso mas
significativo fue el del gen fkbN, para el que se obtuvo un valor relativo de 0,0017 (Figura
3.37), lo que equivale a una disminucién de la expresion de 574 veces. Por tanto, el gen orfD
regula positivamente al regulador fkbN y viceversa, aunque se desconoce el sistema por el
que se ejerce la regulacién (ver modelo propuesto en la Discusion).

De estos resultados también podemos concluir que el gen orfG, que codifica una
metiltransferasa, forma parte de la agrupacion de biosintesis de tacrolimus en S. tacrolimicus,
ya que se encuentra directa o indirectamente sometido a la regulacion de los reguladores
fkbN y orfD. Esto corrobora la hipétesis de que orfG suple el papel de la metiltransferasa
truncada y no funcional codificada por el gen fkbG y que es esencial para la sintesis de la

unidad extendedora metoximalonil-ACP.
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Figura 3.37. Anilisis mediante qRT-PCR de la expresion de los genes de la agrupacién de tacrolimus en S.
tacrolimicus: AorfD. Representacién, a escala logaritmica, de los niveles de expresion relativa en S.
tacrolimicus:AorfD en relacion a la de S. tacrolimicus, a la que se le asigna un valor relativo de 1. Las barras de error
sefialan la desviacién estandar.
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Tras la comparaciéon de la produccién de tacrolimus entre las cepas mutantes
S.tacrolimicus:AfkbN y S.tacrolimicus:AorfD y la cepa parental y la validacion de los resultados
con los andlisis de expresion de los genes de la agrupacién génica mediante qRT-PCR,
podemos afirmar que la biosintesis de tacrolimus esta regulada positivamente por FkbN y
negativamente por OrfD en S. tacrolimicus.

En el caso de la agrupacion génica de tacrolimus de S. tsukubaensis la regulaciéon es
ejercida por el regulador positivo FkbN, homoélogo de FkbN de la agrupacion de S.
tacrolimicus y el regulador negativo de la familia LysR denominado FkbR (Goranovic et al.,
2012). Sin embargo, existe una discrepancia en la bibliografia sobre el papel regulador que
ejerce dicha proteina, ya que el grupo de Goranovic ef al. (2012) identifican a FkbR como un
regulador positivo de la transcripcién, mientras que su homologo Tsc7 (e idéntico en la
secuencia de aa) actiia como regulador negativo de la transcripcion en Streptomyces sp. KCTC

11604BP (Mo et al., 2012).
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3.5. Discusion general

El descubrimiento de tacrolimus por Kino et al. en 1987 a partir de un cultivo de S.
tsukubaensis supuso un hito en la busqueda de farmacos inmunosupresores post-trasplante
ya que, ademas de mejorar la viabilidad de los 6rganos trasplantados, permiti6 realizar
trasplantes de otros érganos, como el intestino, no trasplantable hasta su aparicién. Sin
embargo, ya desde su aprobacién por la FDA en 1994, las industrias farmacetticas han
tenido que enfrentarse a un elevado coste de produccién debido a la baja productividad de
las cepas microbianas industriales y al coste afiadido que supone la eliminacién de
compuestos analogos como FK520 y FK506D, co-producidos durante el proceso de
fermentacion de las distintas cepas productoras de tacrolimus (Dumont et al., 1992; Goto et
al., 1984; Hatanaka et al., 1989). Por ello y especialmente desde la liberacion de la patente en
2009, ostentada hasta entonces por Fujisawa Healthcare Co. (posteriormente Astellas
Pharma), se han publicado un gran ntimero de trabajos centrados en la optimizaciéon del
titulo de producciéon de tacrolimus utilizando diversas estrategias que van desde la
bisqueda de nuevas cepas productoras, obtencién de cepas superproductoras mediante
mutagénesis al azar con luz UV y nitrosoguanidina, mediante técnicas de ingenieria genética
(interrupcién o sobreexpresion de genes relacionados con la sintesis o regulaciéon de
tacrolimus) o mediante técnicas de ingenieria metabdlica (enriquecimiento del medio de
cultivo con moléculas precursoras), entre otras. El empleo de una o varias de estas estrategias
ha permitido incrementar la produccién de tacrolimus desde titulos iniciales de menos de 10
mg/L en cultivos de S. tsukubaensis a titulos finales de 972 mg/L en cultivos de la cepa
Streptomyces sp. TST10 obtenida mediante adaptaciéon progresiva de la cepa a mayores
concentraciones de tacrolimus (desde 600 a 1600 mg/L) en el medio de cultivo (Jung et al.,
2009).

En nuestro caso, el andlisis de la produccion de tacrolimus en S. tacrolimicus requirié un
paso previo de optimizacion del proceso de produccion, ya que la extraccién de tacrolimus a
partir de las fermentaciones sumergidas no permitia detectar halos de inhibicién en los
analisis de bioensayo debido a la baja tasa de produccién de tacrolimus por la cepa S.
tacrolimicus. Por ello procedimos a optimizar la produccién a partir del cultivo en medio
solido, lo cual nos permitié obtener una mayor productividad, una mayor concentracién del
producto final y un menor grado de contaminaciones. De este modo obtuvimos halos
significativos en los bioensayos y conseguimos cuantificar la produccion de tacrolimus que

se estableci6 en una produccion media de 13 ng/mg de peso seco para la cepa silvestre.
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Una de las herramientas bésicas para sobreproducir metabolitos secundarios pasa por el
conocimiento de la secuencia completa de las agrupaciones génicas de biosintesis. En el caso
de tacrolimus los primeros depodsitos de secuencia, correspondiente a la region central de la
agrupacion de tacrolimus de las cepas S. tacrolimicus y Streptomyces sp. MA6548, fueron
realizados por un grupo de investigadores de los laboratorios Merck a finales de los 90
(Motamedi et al., 1996; 1997; Motamedi y Shafiee, 1998). En nuestro trabajo se obtuvo la
secuencia de las regiones flanqueantes de la zona central de la agrupacion de tacrolimus de
S. tacrolimicus y la secuencia completa de la agrupacion de S. tsukubaensis NRRL 18488. Tras
analizar las secuencias de las dos agrupaciones obtenidas y junto con los recientes trabajos
publicados por los grupos de Goranovic et al. (2010) y Mo et al. (2010) podemos constatar
que existen dos tipos de agrupaciones génicas en las distintas cepas. En el primer grupo se
encuentran las agrupaciones génicas de S. tsukubaensis NRRL 18488 y Streptomyces sp. KCTC
11604BP, con alta identidad de secuencia y organizaciéon de CDSs. Estas dos agrupaciones
presentan 5 genes adicionales (STSU_3250 a STSU_3270) situados entre las agrupaciones
génicas de biosintesis de las unidades extendedoras alilmalonil-CoA y metoximalonil-ACP,
que no estan presentes en las agrupaciones génicas de S. tacrolimicus 'y S. kanamyceticus KCTC
9225, que constituyen por tanto el segundo grupo. Posteriores experimentos de deleciéon en
marco prueban que estos genes no estan implicados en la sintesis de tacrolimus, por lo que
podemos establecer la agrupacion de genes esenciales que deben estar presentes en las
distintas cepas productoras de tacrolimus (Goranovic et al. 2010; Mo et al. 2010). Todas las
agrupaciones deben constar de los genes codificantes de las PKS (fkbA, fkbB y fkbC), los genes
responsables de la sintesis del anillo macroélido (fkbQ, fkbL y fkbP), los genes de biosintesis de
las unidades extendedoras metoximalonil-ACP (fkbG, fkbH, fkbl, fkb] y fkbK) y alilmalonil-
CoA (fkbL, fkbL2, orfM y orfL) denominados posteriormente allA, allK, alIR y allD (Goranovic
et al., 2010) y tcsA, tcsB, tcsCy tesD (Mo et al., 2011), respectivamente , los genes implicados
en las modificaciones post-PKS (fkbD y fkbM) y el gen fkbO, codificante de la corismatasa que
participa en la sintesis de la unidad iniciadora dihidroxixixlohexenilcarbonil-CoA.

Tras el analisis de la secuencia de la agrupaciéon génica de tacrolimus de S. tacrolimicus y
su comparacion con el resto de las agrupaciones caracterizadas, observamos que el gen fkbG
estd truncado, no siendo la proteina funcional y por tanto no siendo teéricamente posible la
produccién de tacrolimus, ya que los derivados no metilados de tacrolimus en C12 y C15 no
presentan actividad farmacolégica inmunosupresora (Iwasaki et al., 1995). Sin embargo, en
las inmediaciones de los genes esenciales de la agrupaciéon génica encontramos el gen orfG,
que codifica una metiltransferasa y que puede reemplazar la funcién enzimatica catalizada

por la proteina FkbG truncada. Esta hipétesis se ve respaldada por la deteccién de tacrolimus
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en las fermentaciones y por los resultados de qRT-PCR, donde se observa que la expresiéon
del gen orfG estd modulada por los reguladores de ruta FkbN y OrfD. Por otro lado, los
experimentos de expresion heteréloga del gen fkbG de S. tsukubaensis NRRL 18488 en S.
tacrolimicus mostraron un aumento de la produccion de un 28% frente a la cepa silvestre.

La biosintesis de moléculas complejas policétidas como es el inmunosupresor tacrolimus
debe estar fuertemente regulada por el alto coste energético que supone la sintesis de la
magquinaria multienzimética requerida para su sintesis. Por ello procedimos al estudio de los
posibles genes reguladores de ruta de la agrupacion de S. tacrolimicus. Si comparamos las
agrupaciones de las distintas cepas productoras aparece el gen fkbN como tnico gen
regulador coman. Dicho gen es esencial para la sintesis de tacrolimus en S. tsukubaensis
NRRL 18488 y Streptomyces sp. KCTC 11604BP, ya que su inactivacién inhibe la producciéon
de tacrolimus. Sin embargo, dichas cepas, a pesar de presentar una identidad de secuencia
del 100 % para los genes de la agrupacion de tacrolimus, muestran perfiles transcripcionales
distintos. En la cepa S. tsukubaensis NRRL 18488, la transcripcion de los genes estructurales
estudiados no se ve completamente reprimida en el mutante S. tsukubaensis:AfkbN (Goranovic
et al., 2012). Este fenémeno se observa también en la agrupacién génica de rapamicina de S.
hygroscopicus (Kuscer et al., 2007) y en la agrupacién de picromicina de S. venezuelae (Wilson
et al., 2001).

En el caso de la agrupacion génica de S. tacrolimicus, la inactivaciéon del gen fkbN,
aunque produjo una disminucién dréstica de la produccion de tacrolimus (74 %), no lleg6 a
inhibirla completamente. Esta disminucién fue comprobada con los resultados de los andlisis
transcripcionales del mutante S. tacrolimicus:AfkbN frente a la cepa parental mediante qRT-
PCR, donde los niveles de expresién de todos los genes estudiados fueron de 2 a 7 veces
menores en la cepa mutante S. tacrolimicus:AfkbN que en la parental, actuando el gen fkbN
como regulador positivo.

Aunque relativamente pocos reguladores de rutas biosintéticas de policétidos tipo LAL
han sido identificados y analizados en detalle, aquellos caracterizados presentan diferentes
mecanismos de regulacién, ejerciendo en la mayoria de los casos papeles claves en la
producciéon de metabolitos secundarios. Ejemplo de ello son los reguladores TcmN de la
agrupacion génica de biosintesis de tautomicetina de Streptomyces sp. CK4412 y PikD de la
agrupacion de picromicina de S. venezuelae, Gnicos activadores especificos de ruta de sus
respectivos agrupaciones (Hur et al., 2008; Wilson et al., 2001).

El resto de los genes reguladores encontrados en la agrupacion génica de tacrolimus de
S. tacrolimicus no estan presentes en las agrupaciones del resto de cepas productoras

caracterizadas. En la agrupacion de tacrolimus de S. tsukubaensis NRRL 18488, aparecen dos
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genes reguladores adicionales a fkbN, denominados alIN y fkbR. FkbR pertenece a la familia
de reguladores LysR y ha sido descrito como un elemento regulador positivo, no ejerciendo
un efecto tan pronunciado en la produccién de tacrolimus como el gen fkbN, ya que la
inactivacion del gen fkbR produce una disminucién de la produccién de tacrolimus del 80%
en comparacién con la cepa parental. Por el contrario AIIN no ejerce efecto regulador en la
produccién de tacrolimus (Goranovic et al., 2012). Por otro lado, la agrupaciéon génica de
Streptomyces sp. KCTC 11604BP, presenta también dos genes reguladores (ademas de fkbN)
tcs2 y tcs7, ortlogos a alIN y fkbR, respectivamente. Al igual que AlIN, Tcs2 no tiene efecto
regulador en la sintesis de tacrolimus. Sin embargo, Tcs7 acttia como regulador negativo,
efecto contrario a FkbR de S. tsukubaensis NRRL 18488 (Mo et al., 2012). Como explicacién a
esa diferencia funcional de los dos genes ort6logos se plantea la posibilidad de que las dos
cepas presentes diferente regulacion pleiotrépica (Goranovic et al., 2012). La baja producciéon
de tacrolimus por S. tacrolimicus podria ser debida a la ausencia del gen regulador fkbR. Los
resultados de los experimentos de expresion heteréloga del gen fkbR1, homdlogo del gen
regulador fkbR para la sintesis de FK520 en S. hygroscopicus var. ascomyceticus, en S.
tacrolimicus avalan esta hipotesis ya que demuestran que la introduccion del regulador
FkbR1 aumenta significativamente la produccion de tacrolimus en S. tacrolimicus llegando a
tripicarla (Won et al., 2008).

En el caso de la agrupacion génica de tacrolimus de S. tacrolimicus fueron analizados 3
posibles genes reguladores de ruta, ademdas de fkbN, denominados: orfD, orfX y orflV.
Aunque los genes reguladores orfX y orflWV no pudieron ser caracterizados funcionalmente
por la imposibilidad de obtener dobles recombinantes mediante la tecnologia REDIRECT®,
los experimentos de sobreexpresién indicaron que dichos genes no tienen efecto regulador
en la produccion de tacrolimus. Por otro lado el gen orfD, miembro la familia de reguladores
TetR, ejerce un claro efecto en la sintesis de tacrolimus. Tras la inactivacién del gen orfD, se
observé un aumento de la producciéon de tacrolimus del 89 % de la cepa mutante S.
tacrolimicus:AorfD frente a la cepa parental. Este dato fue verificado mediante analisis
transcripcionales del mutante S. tacrolimicus:AorfD por qRT-PCR. Con todo ello OrfD fue
caracterizado como un regulador negativo de la transcripcion. Si bien aunque para todos los
genes estudiados los niveles de expresiéon son de 2 a 9 veces mayores en la cepa S.
tacrolimicus:AorfD que en la parental (regulador negativo), en el caso del gen fkbN los niveles
de expresién fueron 500 veces menores en la cepa mutante, convirtiendo al gen orfD en un
fuerte activador de la transcripcién del otro regulador de ruta de la agrupacién, fkbN. FkbN a
su vez acttia como regulador positivo del gen regulador orfD, presentando éste un nivel de

expresion 5 veces menor en la cepa S. tacrolimicus:AfkbN que en la parental.
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El ntimero de reguladores de la familia TetR (a la que pertenece OrfD) disponibles en las
bases de datos ha aumentado exponencialmente gracias a los avances en las técnicas de
secuenciacion existiendo en 2010 mas de 20.000 miembros (Ahn et al., 2012; Sahota y Stormo.,
2010). Sin embargo, solo una pequefa cantidad han sido caracterizados, actuando en la
mayoria de los casos como reguladores negativos de la transcripcion. La delecién del gen
SAV151 de S. avermitilis produce un incremento de la produccién de avermectina cercano al
100 %, disminuyendo un 70 % la produccién tras su sobreexpresion (He et al., 2014). Del
mismo modo SAV7473 ha sido caracterizado como un regulador negativo de la transcripcion
afectando a la produccién de avermectina de manera indirecta (Liu et al., 2013). SAV576
también afecta a la produccién de avermectina de manera negativa e indirecta mediante la
represiéon directa de los genes SAV575 y SAV574, codificantes de una citocromo P450
reductasa y una deshidrogenasa, respectivamente (Gou et al., 2013). Otro regulador de la
familila TetR, GouR, localizado en la agrupacién génica del antibiético gougerotina de S.
graminearus, juega un papel esencial en la biosintesis del antibiético reprimiendo la
transcripciéon del operén goul-gouB (formado por 11 genes estructurales) y activando la
transcripcién del gen transportador gouM, coordinando de este modo la biosintesis y la
exportacion de gougerotina (Wei et al., 2014).

Con los resultados obtenidos en este trabajo proponemos un modelo complejo de
regulacion para la activacion y funcionalizacion de tacrolimus en S. tacrolimicus (Figura 3.38).
Dicho modelo esta basado en dos reguladores especificos de ruta: un regulador positivo de la
familia LAL codificado por el gen fkbN y un regulador negativo de la familia TetR codificado
por el gen orfD que activa fuertemente la transcripcion de fkbN segtn los resultados de qRT-
PCR. Para la activacién completa de la sintesis de tacrolimus hipotetizamos con la existencia
de otros reguladores positivos no caracterizado en este trabajo, ya que la produccion de
tacrolimus no se ve completamente inhibida tras la inactivacién del gen fkbN (ver mas abajo
sobre el papel de este hipotético gen).

La regulaciéon mediada de forma conjunta por reguladores de la familia LAL y TetR ha
sido descrita en varios estreptomicetos. En la biosintesis de avermectina en S. avermitilis,
Avel (regulador de la familia TetR) acttda como regulador negativo de la produccién de
avermectina y AveR (regulador de la familia LAL) actda como regulador positivo de la
producciéon de avermectina y negativo de la producciéon de oligomicina (Chen et al., 2008;
Guo et al., 2010). En la agrupacion de biosintesis de geldanamicina de S. hygroscopicus se
encuentran tres reguladores positivos, denominados Gell4, Gell7 y Gell9, que controlan la
sintesis del compuesto anticancerigeno. Gell4 y Gell7 pertenecen a la familia de LAL y

Gell9 a la familia TetR, actuando en cascada (Kim et al., 2010). Otros ejemplos son la
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agrupacion génica de colismicina A de Streptomyces sp. CS40 regulada por el regulador
positivo de la familia LAL CImR?2 y el regulador negativo de la familia TetR CImR1 (Vior et
al., 2014), o la agrupacién de biosintesis de la tirandamicina en Streptomyces sp. SCSIO1666,
cuya produccién estd controlada por el regulador positivo de la familia LAL TrdH y el
regulador negativo TrdK de la familia TetR (Mo et al., 2011). Un dltimo ejemplo lo
encontramos en la agrupaciéon de estreptolidigina de S. lydicus, compuesto regulado de
manera jerdrquica mediante tres reguladores positivos especificos de ruta: SIgR1 regulador
de familia TetR y SlgR2 y SlgY reguladores de la familia LAL (Gémez et al., 2012).

Como se ha dicho anteriormente, en la regulacién sobre la produccién de tacrolimus en
S. tacrolimicus estarfa implicado un posible regulador adicional “X” (Figura 3.38), que hasta el
momento se desconoce, y cuya presencia se deduce de los resultados de qRT-PCR. En
condiciones normales, el papel de este gen apenas tendria importancia al estar fuertemente
reprimido por OrfD (ver mds adelante). En el caso del mutante S. tacrolimicus: AfkbN, la
eliminacién de fkbN conlleva una disminucién en la expresiéon de orfD (como se observa por
qRT-PCR), lo que implicaria un aumento en la expresién del regulador “X”, que seria el
responsable en tdltima instancia de la produccion de tacrolimus detectada en el mutante (un
26 % respecto a la cepa parental). En el mutante S. tacrolimicus:AorfD apenas se detecta la
expresion del principal regulador fkbN (574 veces menos), y atin asi aumenta un 89 % la
produccién de tacrolimus. Este hecho serfa explicable de nuevo por la presencia del

regulador “X”, cuya expresion aumentaria al no estar presente OrfD, siendo el responsable

traduccional

Figura 3.38. Modelo propuesto para la
regulacion de biosintesis de tacrolimus en

S. tacrolimicus. El signo + indica regulacion
positiva y el signo - regulacién negativa. La
“X”  representa un posible regulador
especifico de ruta desconocido hasta el
momento.

Leu-
RNAt _/
+ Regulacién +
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del aumento de la produccién de tacrolimus. La hipotética fuerte represion de OrfD sobre el
gen “X” se deduce por la diferencia de expresion entre los mutantes S. tacrolimicus:AfkbN y S.
tacrolimicus: AorfD. En ambos casos la expresion de fkbN seria muy baja, ya que en uno de los
mutantes (AfkbN) el gen ha sido totalmente eliminado (y no habria expresion) y en el otro
(AorfD) la expresion disminuye cerca 574 veces. Sin embargo, en el mutante S.
tacrolimicus:AorfD la produccién de tacrolimus es méas de 7 veces mayor que en S.
tacrolimicus:AfkbN, lo que se explica porque en el primero el efecto represor de OrfD
desaparece totalmente al no estar presente el gen orfD, mientras que en el segundo, aunque
la expresion de dicho gen disminuye unas 5 veces, sigue habiendo expresion del mismo.

Ademads de los reguladores especificos de ruta, no se puede descartar una regulacion
pleiotrépica mediada por un gen tipo bldA codificante del ARNt de leucina. Prueba de ello
es la existencia en la agrupacion de tacrolimus de S. tacrolimicus de 7 codones TTA: 1 en el
gen regulador orfD, 2 en el gen codificante de la policétido sintasa fkbC, 1 en el gen
codificante de la PKS fkbB, 1 en el gen codificante de la PKS fkbA, 1 en el codificante NRPS
fkbP y 1 en el gen regulador fkbN. La existencia de puntos de regulacién adicionales en los
genes codificantes de las PKS y NRPS es habitual, puesto que son genes de gran tamafio
(entre 11 y 22 kb las PKS y 4,5 kb fkbP) y su sintesis supone un elevado coste energético. Por
otro lado, la existencia de codones TTA en los genes reguladores ha sido descrita
previamente en otros reguladores especificos de ruta, donde ejercen un papel regulatorio
esencial sobre la produccion de los metabolitos que controlan. Ejemplo de ello es el gen
regulador actlI-ORF4, que presenta un codén TTA esencial para la sintesis de actinorrodina.
El mutante bldA de S. coelicolor es defectivo en la producciéon de actinorrodina, aunque, la
falta de produccion se ve revertida cuando el codon TTA es sustituido por otro codén de
leucina (Ferndndez-Moreno et al.,, 1991). Del mismo modo los reguladores Lndl de S.
globisporus 'y AveR de S. avermitilis presentan un codén TTA en sus transcritos que resulta
esencial para la sintesis de landomicina y avermectina, respectivamente (Rebets et al., 2006;
Tao et al., 2007).

Este trabajo muestra un estudio detallado de las agrupaciones génicas de tacrolimus de
S. tsukubaensis NRRL 18488 y S. tacrolimicus, asi como proporciona valiosa informacién sobre
el mecanismo regulador ejercido por FkbN y OrfD sobre la agrupacién de tacrolimus en S.
tacrolimicus. Finalmente, demuestra el potencial de manipular genes reguladores para
incrementar el titulo de produccién de tacrolimus, ya que tanto la sobreexpresion del gen
fkbN como la delecion de orfD conducen a un incremento de la producciéon del

inmunosupresor tacrolimus
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La secuenciaciéon y comparacion de las agrupaciones génicas de biosintesis de tacrolimus
de las distintas especies estudiadas ha permitido determinar que los genes esenciales
para la sintesis de tacrolimus son los genes codificantes de las PKS (fkbA, fkbB y fkbC), los
genes para la formacion del anillo macrélido (fkbQ, fkbL y fkbP), los genes de biosintesis
de las unidades extendedoras metoximalonil-CoA (fkbG, fkbH, fkbl, fkb] y fkbK) y
alilmalonil-CoA (fkbL, fkbL2, orfM y orfL), y los genes fkbD, fkbM y fkbO.

Desde el punto de vista evolutivo existen dos tipos de agrupaciones génicas de
biosintesis de tacrolimus representadas por un lado por S. tacrolimicus y S. kanamyceticus
KCTC 9225 y por otro por S. tsukubaensis NRRL 18488 y Streptomyces sp. KCTC 11604BP,
que poseen 5 genes adicionales dentro de la agrupacién, aunque sin estar implicados en

la biosintesis.

Los cultivos en medio sélido permiten detectar la baja produccién de tacrolimus por la
cepa S. tacrolimicus, cuya produccion media se estima en 13 ng/mg de peso seco para la

cepa silvestre.

El producto del gen orfG, situado en las inmediaciones de los genes esenciales de la
agrupacion de tacrolimus de S. tacrolimicus, remplaza la funcién enzimatica catalizada

por la proteina FkbG, cuyo gen esté truncado en el genoma.

La expresion heterdloga del gen fkbG de S. tsukubaensis en S. tacrolimicus conduce a un

aumento significativo del 28 % en la produccién de tacrolimus.

El regulador de la familia LAL FkbN controla positivamente la biosintesis de tacrolimus
en S. tacrolimicus ya que su inactivacién provoca una disminucién dréstica de la
produccion.

La interrupcién del gen fkbN en S. tacrolimicus da lugar a un descenso en la expresion de
los genes de la agrupacion de tacrolimus estudiados (orfG, orfD, fkbG, fkbQ, orfL, fkbO), lo
que sugiere que la proteina FkbN acttia como regulador positivo de la transcripcion de

estos marcos de lectura.

El regulador de la familia TetR OrfD controla negativamente la biosintesis de tacrolimus

en S. tacrolimicus, ya que su inactivacion provoca un incremento de la produccién.

La interrupcién del gen orfD en S. tacrolimicus afecta significativamente la expresion de
los genes de la agrupacién de tacrolimus estudiados (orfG, fkbG, fkbQ, orfL, fkbO), cuya

transcripcion se ve aumentada.
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10. La expresion del gen regulador fkbN disminuye drasticamente en el mutante S.
tacrolimicus:AorfD, por lo que la presencia de la proteina OrfD tiene un efecto activador

sobre la transcripcion de fkbN.

11. Los genes reguladores orfX y orfl’W no tienen ningtn efecto sobre la produccién de

tacrolimus, a pesar de encontrarse en las inmediaciones de la agrupacion génica.
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6.1. Oligonucledtidos

I. Cebadores empleados en la secuenciacion de la agrupacién génica de tacrolimus en S.
tacrolimicus.

Nombre Secuencia 5" —3" Nombre Secuencia 5" —3"
fkb1101 AACCTTCCTGGTCCCGTTCC fkb1407 ACATGGTGACCACCGTCCTC
fkb1102 CCCGCCGACGACCTCATCTC fkb1408 TACGTGACGGCGCAGAACGA
fkb1103 TGGCGTATCTCGGTCGACAC fkb1421 TTGCGTCTGTCCTCGAACCC
fkb1104 AGCCTCCTTTGACGGCGTTG fkb2101 GTCCACGGCGACCAGGGTGG
fkb1105 TCGATGATCCGGACCGCAGA fkb2102 TGCAGGGTGTCCACCGCGTG
fkb1106 GACTACTACTCCTCCACCGC fkb2103 CAGTGAGGTGGTGTCGCCCA
fkb1107 AACCCTTCGATGTCTCCCGC fkb2104 TTGATCACCCGGGACACCGT
fkb1108 GGTATTCCTCCTGTGGGCTT fkb2105 TGCTGTCTGCGCCAGTGTGA
fkb1109 GTCGTCGGCGTGGACATCAG fkb2106 TCGGTGCTGTGCGGTGTGGC
fkb1110 GAACTGGCCTCGCAAATGGG fkb2107 ACTCTCGCTCTTCGGCAGTC
fkb1111 TCATCGCCACACCGGAGATC fkb2108 TCGGCACCTTCTTCTACACC
fkb1112B | CGGAGCGCAGCGCGGGCAGC fkb2120 CAACGTATTCCGCAAACTGG
fkb1112G | AAACCCTCAACACCATCCCC fkb2200 AGCCACCGGCACAGGTATCC
fkb1112 ACTCCTCCTCGTTCTGCACG fkb2201 CCGTCGTCGGGATGGCGTGC
fkb1113 TCTCGATGTGGCCATCCTGG fkb2202 CTGCCCGGCGGCATCACGTC
fkb1201 GCATCGCGGTAATCACTGCC fkb2203 CAAGGCGTTCGCCGACTCGG
fkb1202 AGACGGGTCCCGATCGAGTC fkb2204 TCGTTGAGTTCTCCCGGCAG
fkb1203 CCTGCGTACGGCGGTGTTCC fkb2205 GGCGGACGGCATCGGGCTCG
fkb1204 TAGAGGACGAATGCGGCGAG fkb2206 AGTGCTCGCTCGCACTGGTC
fkb1205 GTGGTGCAGGGCGGTGGTGA fkb2301 CGTCGCTGGCGAGCCTGTGC
fkb1206 GTCAGCTCGCCGGTCAGACC fkb2302 GAGCTGCTCGCGGTACTCGG
fkb1221 GAGAAGTATCCGCTGTTGCG fkb2303 TGACCGTGAGACGCTGCTGA
fkb1301 TTCACCGTCGTCGCCGAGCA fkb2304 GGGGCTGCGTCGGGATTCTG
fkb1302 AGGCGCCGCCGATGTCCGAG fkb2305 AAGAACGACCACGACCTGGC
fkb1303 TCGACGGCCGAGGTCAGATC fkb2306 TGTGGCACCTGAAGCTGCTC
fkb1304 TGGGCGAGTTCCAGGTATCC fkb2307 GTCGATCAGCCCGGCGAGCA
fkb1305 AGCAGTTCCGCCTGGAAACG fkb2308 AACACCGCGTCCTTCACGAG
fkb1306 CTCTTGGCATGTACGGCTAT fkb2309 ACTGTCTTCGAGACCGAGCC
fkb1307 CTTCAGCACGTCGGCCACGC fkb2310 AAGGTGAAGTTCTCGGCCGC
fkb1308 TCACTTGACAGCGATCACCC fkb2311 TGGGCACGGGCTCGAACAGC
fkb1308 b | GTAGAAACTGGCGAGCCAGC fkb2312 CGGGGTCGACGCCCATGAAG
fkb1309 | TTGAGGGCGGGCAGCACGAC fkb2313B TCACACCCGAACTGCTGCAC
fkb1401 ACACCCTGCACGTCGAACTG fkb2313G CGTGACGGATCGCCACCTGC
fkb1402 TTTCATACCGTGCGTGCTCC fkb2313 GTCGGTGGATCGCACGGTGG
fkb1403 TGTGGTCCTGCTACGACTCG fkb2314 TCGGATTGGGGGCGTAGATC
fkb1404 GTACGCGGGGACCTCAAGCT fkb2401 CGCGTGATCGTACTCAGTGG
fkb1405 AACTCCGCCACGCTGATGGA fkb2402 TCCACGACGACCAGGATGTC
fkb1406 GTCAGCCGCCACGAGGCCTG fkb2403 AGGTCGGCTGAGGCGATGTC
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II. Cebadores empleados en la secuenciacion de la agrupacién génica de tacrolimus en S.

tsukubaensis.

Nombre Secuencia 5" —3" Nombre Secuencia 5" —3"
fkbA-L42 | CCATGCCTTCTTCGTCCGAG fkbB-L51 ATGGTGATGGCGATGCGGCA
fkbA-U42 | ACCGTGCTGCGTGCCCGTCT fkbB-L61 GTCCCGTCGTCACCGTAGAC
fkbA-L61 | CACGATGTCCTGCATCACGC fkbB-L62 ACCACGCCATCCTCATCACC
fkbA-U71 | AAGATGGTGCAGGCGATCGG fkbB-L71 ACGGTGCTTGCGGTGATTCG
fkbA-U72 | CCCGCCGTCGACTGGACCAC fkbB-L81 TCGAACGCCGAACACTGTGC
fkbA-L71 | TACGGAACCCGTCGGTGTCG fkbC-L11 GAAGCTGGTGCTCACGGTGC
fkbA-L72 | TCGAAGAGGAAGGCGATGCG fkbC-U11 TCGTGGTGGTGTTCTTCGCC
fkbB-L11 GGGAAGCCCTCGCCGAACTG fkbC-141 AGCTGTCGCAGACCACGCAT
fkbB-1.31 TCGGTCTTCGCCCTCCAAGT fkbP-L CCCACCACCACGTCCAGCGT
fkbB-U31 | AATGGAAGGCGTGGCTGGTC fkbP-U AGGAACTGGATCCGGACAGC
fkbB-1L41 GACGTATCACGCCGATGTCC 2023-L TATGGGTGCCGCCGTTGATG
fkbB-U41 | AGTCGAAGCCCACGTCTTTG 2023-U ACGAAAGGGCAGGGACGACT

III.  Cebadores empleados en el rastreo de la genoteca de S.tacrolimicus y S.tsukubaensis.

Nombre Secuencia 5°—3" Nombre Secuencia 5'—3"
fkb1l GGCATCAAGCACTGGCTGG orfB1 ATGACGACCTCACCTCCGGA
fkb2 GCCTCGAGTACCGCTCCC orfB2 ACACGGATTCGTCACGGTTG
fkb3 CGGCTCGTTCGACCTGTTC fkbO1 CACCGTACTGCCGCTTCGAGAA
fkb4 CCGACGTCGAACACCACG fkbO2 ATCGACGTCGGTGAGGGCGTAA
fkb5 GCCAACGTGACATCAAGC fkbO2-St ATGTTGTCCAGGGCGACCTC
fkb6 TTGCTGGTACTCGCCCTC fkbL1 GCAGTACGTCGAACGCGATG
fkb7 TTCCGGCTGCCSACSATC fkbL2 CAACTATCAGCGATTCCGGC
fkb8 AGCACGTCGAASGCGATGTG fkbM1 GAGACACTGCGACTGCCGAA
fkb9 GGCAGTGATTACCGCGATGC fkbM2 ACGAACAGCGGTTCCTGCTC
fkb10 ACGCTCAGGCTGTCGATGTG
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IV.  Cebadores empleados en la interrupciéon de los genes reguladores mediante tecnologia
REDIRECT®, cebadores de comprobacién (PCR y Southern) y cebadores empleados en la
sobreexpresiéon de los genes reguladores de S. tacrolimicus y del gen fkbG de S.
tsukubaensis.

Nombre Secuencia 5°—3"
fkbN-Up ACCGATTTCGACTACGGCCGCGAGGTGGTTCCGGAAGTGATTCCGGGGATCCGTCGACC
fkbN-Down | ACGGCCGGCTGAGCGGCTCCGGCAGCAGGGGCGCGGCTATGTAGGCTGGAGCTGCTTC
orfD-Up CCACCTCCCTGAATCCAGACGGGCTGAGCACCGGACATGATTCCGGGGATCCGTCGACC

orfD-Down | ACCAGTCGCGCAGGGTGTGGAGGAAGTCGGGCATCGTCATGTAGGCTGGAGCTGCTTC
orfW-Up ACTATGTCCACTATCTCTCATCTCTAGGATGGAGACATGATTCCGGGGATCCGTCGACC

orf W-Down | GGCGGCCCGGCGGGCTCCGTGACGGCGCCCGCGTCGCTATGTAGGCTGGAGCTGCTTC

orfX-Up GCTCTGAGGCGGGTGGGTAGGCGTCCTGGCGGTCGGGTGATTCCGGGGATCCGTCGACC

orfX-Down | AAAGCCGAGCGTGCGACCGGTCGGCCGTCCGTTACGTCATGTAGGCTGGAGCTGCTTC

Nombre Secuencia 5°—3"
fkbN RD1 TCGACGTGGAGAAGAGCGAA
fkbN RD2 ACCTCGTCGATCACCTGGAC
orfD RD1 TCCTGACCACTTCCAGCTGG
orfD RD2 CACTGCTGCGGGAATAGTGC
fkbN-SE1 *CCACTAGTTGAGCGGCTCCGGCAGCAGG
fkbN-SE2 *CCACTAGTACCACCGCGCCGACGACCGT
orfD-SE1 *CCACTAGTCCGTGCACGACGGCACCGGA
orfD-SE2 *CCACTAGTGTGTGGAGGAAGTCGGGC
orfW-SE1 *CCACTAGTGCGCCCTGTCCTCGGGGG
orfW-SE2 *CCACTAGTCTCCGTGACGGCGCCCGC
orfX-SE1 *CCACTAGTCCTGGCGCTCCTCACTCC
orfX-SE2 *CCACTAGTGAAAGCCGACCGTGCGAC
fkbG-SE1 *CCACTAGTGGTGGGCCGGATGGGGAGG
fkbG-SE2 *CCACTAGTGAGCCCTCGCCGCGACCC
SouthernD1 ACACGGATTCGTCACGGT
SouthernD2 AAGAAGGTCCTGGCCGAC

*En negrita se indica la secuncia de corte de Spel

V.  Cebadores universales utilizados en este trabajo.

Nombre

Secuencia 5" —3°

T3-cos

GCCGCAATTAACCCTCACTAAAG

T7-cos

CATAATACGACTCACTATAGGGA
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VI.  Cebadores utilizados en los experimenros de qRT-PCR.

Nombre Secuencia 5" —3° Nombre Secuencia 5" —3°
orfD QRT Ul CTCAACAGAAAGCGGACA fkbN QRT U1 CGAGCAGCCCCCGATGAACT
orfD QRT D1 CGAAATAGCGGAAGAAGGT fkbN QRT D1 ACCAGGCCCCGTCCACTCC
orfL QRT Ul ACGGAAGCGGATCTGGTGGAG fkbQ QRT U2 CTCACCGACACCGTCCA
orfL. QRTD1 CAGGCCGTGGGAGTAGAAGAAAC fkbQ QRT D2 TTCGTCATCCGCCAGCA
orfG QRT U1l CGGGGCAACGGGTCCTG fkbO QRT U2 TGCGTCGTCTCGTGTCC
orfG QRT D1 CGCGGGCTGATGTCCAC fkbO QRT D2 GAACCCCGCCGTCCTCAC
fkbG QRT U1l ACACCGCCACCCGGCAG hrdB U CGCGGCATGCTCTTCCT
fkbG QRT D1 CCGACGCACTCCTCGCTTAC hrdB D AGGTGGCGTACGTGGAGAAC
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