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INTRODUCCION

1. ANTIBIOTICOS: CONCEPTOS GENERALES

Los antibioticos son compuestos de bajo peso molecular producidos generalmente por
microorganismos que a bajas concentraciones son capaces de inhibir el crecimiento o matar a otros
microorganismos. Se emplean frecuentemente en medicina para combatir enfermedades infecciosas
y en investigacion, donde son herramientas de gran utilidad, pero su uso también esta extendido en
agricultura y ganaderia (Demain, 2014).

Los antibidticos son en general productos de complejas rutas biosintéticas que presentan
estructuras quimicas y actividades biolégicas muy variadas (Becker, 2013). Son productos del
metabolismo secundario, por lo que no son esenciales para el crecimiento del organismo productor.
No obstante, estos compuestos suelen conferir ventajas ecoldgicas y por lo tanto una mayor
competitividad (Diminic et al., 2014).

Aunque pueden ser sintetizados por algas, plantas superiores y hongos, la gran mayoria de
los usados en clinica son producidos por bacterias (Demain, 2014). Dentro de este grupo cabe
destacar un género por encima de los demas debido al nimero y la diversidad de los antibidticos
que produce: Streptomyces.

El desarrollo de resistencias a los antibidticos por parte de distintos microorganismos
patdgenos se ha convertido en una grave amenaza para la salud. Aunque actualmente se estan
desarrollando diferentes alternativas para combatir enfermedades infecciosas (Mandal et al., 2014;
Nigam et al., 2014), la aplicacién de antibioticos sigue siendo la principal solucién para combatir
infecciones. Por ello no sélo se hace necesario investigar nuevos compuestos con actividades
antibidticas, sino también desarrollar las herramientas biolégicas necesarias para optimizar su

produccién.

2. Streptomyces: LOS PRODUCTORES DE ANTIBIOTICOS

El género Streptomyces es uno de los grupos mas numerosos Yy diversos de bacterias, con
mas de 500 especies descritas (http://www.bergeys.org). Engloba bacterias miceliares Gram
positivas fundamentalmente aerobias con un complejo ciclo de vida que conlleva diferenciacion
morfoldgica. Su habitat natural es el suelo, aunque en la actualidad se estan descubriendo nuevas

especies de Streptomyces en distintos nichos (Seipke et al., 2012; Raveh et al., 2013). Estos



microorganismos tienen actividad saprofitica, por lo que juegan un importante papel en el medio
ambiente como descomponedores de restos organicos principalmente vegetales (Hodgson, 2000;
Chater et al., 2010). Su capacidad descomponedora es posible gracias a la produccion de una amplia
gama de enzimas extracelulares hidroliticas, algunas de ellas con aplicaciones industriales.

El principal atractivo del género es su variada capacidad para sintetizar una gran coleccion
de metabolitos secundarios con actividades bioldgicas de gran interés en medicina y aplicaciones
industriales tales como: antitumorales, antibioticas, inmunosupresoras, herbicidas e inhibidores
enzimaticos (Thompson et al., 2002; Challis y Hopwood, 2003). Otros productos del metabolismo
secundario son, por ejemplo, sideréforos, pigmentos, y compuestos aromaticos (entre los que cabe
destacar la geosmina, responsable del olor a tierra de Streptomyces) (Chater et al., 2010).

3. REGULACION DE LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS EN

Streptomyces

Dentro del grupo de metabolitos secundarios producidos por Streptomyces, los que suscitan
mayor interés en el campo de la medicina son los antibidticos. EI género Streptomyces produce méas
del 50 % de los antibioticos naturales conocidos actualmente.

Los genes cuyos productos intervienen en su sintesis se encuentran agrupados fisicamente
en clusters de tamario variable que incluyen varios operones. Estos clusters, cuyo tamafio va desde
las 15 hasta las 100 Kb, también incluyen los genes implicados en resistencia, transporte y
regulacién (Bibb y Hesketh, 2009). Los clusters biosintéticos estan formados por unos 20-30 genes,
cuya expresion suele estar sometida a una regulacion compleja donde se distinguen niveles de
regulacion especifica y niveles de regulacion general en la que intervienen distintos tipos de
reguladores, entre los que los sistemas de dos componentes son los mas importantes (Huang et al.,
2005). Mientras que los genes de los reguladores especificos de ruta se encuentran codificados
dentro del propio cluster, los genes que codifican reguladores globales se localizan fuera de los
mismos y pueden afectar no sélo a la produccion de metabolitos secundarios sino también a la
diferenciacion.

En este trabajo nos hemos centrado en el estudio de sistemas de dos componentes, que
afectan de forma global a la regulacion de la biosintesis de antibiéticos, en S. coelicolor. Por ello

nos centraremos en la descripcion de su funcionamiento en el siguiente apartado.



4. SISTEMAS DE DOS COMPONENTES

4.1. Caracteristicas generales

Las células, tanto procariotas como eucariotas, han desarrollado distintos sistemas de
sefializacion para reconocer, integrar y responder a las multiples variaciones del ambiente. En
bacterias, la principal via de sefializacion son los sistemas de dos componentes (TCSs, del inglés
Two Components Systems), los cuales también se han identificado en archaeas y en eucariotas
como levaduras, hongos, protozoos y plantas, aunque en menor nimero. Sin embargo, no se han
identificado en genomas animales ya secuenciados, por lo que considera que no estan presentes en
el reino animal.

Los sistemas de dos componentes estdn formados por una proteina sensora denominada
histidina quinasa (HK) y un regulador de respuesta (RR) que efectla la respuesta celular. Aunque
normalmente al hablar de sistemas de dos componentes se hace referencia a la HK con su
correspondiente pareja de RR adyacente en el genoma, en algunos casos la HK o el RR carecen de
una pareja contigua en el genoma y se los denomina huérfanos.

Las HKs son por lo general proteinas de membrana homodiméricas. Cada monomero esta
formado por dos regiones diferenciadas: una region amino terminal, en la que se localiza el dominio
sensor, y una region carboxilo terminal, donde reside la actividad quinasa de la proteina. La region
amino terminal es variable, indicando la amplia diversidad de estimulos ambientales a los que
pueden responder las distintas HKs. ElI dominio sensor que se localiza en esta region suele ser
extracelular, y su funcién es el reconocimiento de la sefial (Figura 1). La region carboxilo terminal
consta a su vez de dos dominios: un dominio catalitico, responsable de la union a ATP, y un
dominio de dimerizacion y fosfotransferencia donde se localiza el residuo conservado de histidina

necesario para su activacion (Gao y Stock, 2009).

v — Rl © ) I <o

T™M1 TM2
Dominio sensor DominioDHp Dominio CA

Figura 1: Esquema de un mondmero de HK. TM: regiones transmembrana. H: Residuo
conservado de histidina. Dominio DHP: Dominio de dimerizacion y fosfotransferencia. Dominio

CA: Dominio catalitico

Los RRs son proteinas formadas por dos dominios, un dominio receptor en la region amino

terminal y un dominio efector carboxilo terminal (Figura 2). EI dominio regulador contiene una



serie de aminoacidos conservados imprescindibles para la fosforilacion del RR. EI dominio efector
media la respuesta apropiada frente al estimulo especifico de ese sistema. Este dominio es la region
mas variable de la proteina, y aunque la mayoria tienen capacidad para unirse al DNA, actuando
como reguladores transcripcionales; el resto tiene dominios efectores enzimaticos, de union a RNA
0 de union a proteinas (Galperin y Nikolskaya, 2007). También existen RRs que constan
Unicamente de un dominio regulador (Jenal y Galperin, 2009).

NH, — @ I — COOH

Dominio receptor Dominio efector

Figura 2: Representacion esquematica de un RR. El residuo conservado de aspartico se representa

con la letra D.

Los RRs pueden actuar como activadores o represores, o bien como ambos segun la diana
(Gao y Stock, 2009), y el numero de genes regulados por ellos puede ir desde un s6lo operon hasta
cientos de genes (Martinez-Antonio y Collado-Vides, 2003). La descripcion estructural de los
mismos no ayuda a definir qué genes son regulados por un determinado RR y puede tratarse desde

un simple operdn hasta cientos de genes.

4.2. Mecanismo de accion de los sistemas de dos componentes

El mecanismo de actuacion de una ruta de sefializacion de dos componentes se inicia cuando
el dominio sensor de una HK detecta el estimulo, y como consecuencia de ese reconocimiento la
HK se fosforila en un residuo conservado de His a partir de una molécula de ATP. Esta
fosforilacion generalmente se da en trans, es decir, un monomero de la HK fosforila al otro
monomero Yy viceversa, pero también puede ocurrir en cis donde cada monomero se autofosforila
independientemente del otro (Casino et al., 2009). Posteriormente, el grupo fosforil de la HK se
transfiere al residuo Asp del dominio receptor del RR, lo provoca un cambio conformacional que
hace que el dominio efector del RR sea activo, regulando por lo general la expresion génica (Figura
3). El tiempo de vida de los RR fosforilados varia de segundos a horas, estando relacionada esta
variabilidad con el tipo de respuesta que producen.

Ademas de estas rutas de fosfotransferencia, que son las mas abundantes en procariotas,
existen otras mas complejas en las que intervienen mas proteinas y se dan multiples pasos de

fosfotransferencia ("Phosphorelay system") (Zhang y Shi, 2005).



La especificidad entre la HK y el RR de una determinada pareja es muy elevada. La
especificidad HK-RR se debe a la secuencia primaria de ambas proteinas, debiéndose a unos pocos
aminoéacidos del dominio de fosforilacion de la quinasa (Skerker et al., 2008). No obstante se ha
visto que, in vivo, puede darse una regulacion cruzada entre dos sistemas muy similares cuando se

eliminan las parejas correspondientes de una HK y un RR (Groban et al., 2009).

/7 D HK
\ ®
- Fosfatasa

Figura 3: Mecanismo de accion de un sistema de dos componentes tipico.

5. S. coelicolor: LA ESPECIE MAS ESTUDIADA

5.1 Caracteristicas generales

S. coelicolor es la especie mas representativa del género Streptomyces. Posee un
cromosoma de 8,7 Mb en el que se han identificado 7.825 genes hipotéticos y un Gnico origen de
replicacion (OriC) localizado en la regidn central (Bentley et al., 2002). En él se han identificado al
menos 29 clusters de genes relacionados con la biosintesis de enzimas del metabolismo secundario
(Nett et al., 2009). Tres de ellos codifican las proteinas implicadas en la sintesis de los antibidticos
actinorrodina (ACT), undecilprodigiosina (RED), y antibidtico dependiente de calcio (CDA, del
inglés: "Calcium dependent antibiotic") (Bentley et al., 2002). Recientemente se ha descrito la
produccion de un compuesto con actividad antibiotica (abCPK) y de un pigmento amarillo (yCPK),
ambos generados a partir de un cluster (cpk) de una poliquétido sintasa huérfana de tipo I (Gottelt
et al., 2010).

Estos antibidticos tienen distinta naturaleza quimica (Figura 4). La ACT es un poliquétido
aromatico pigmentado que sirve como indicador de pH, siendo de color azul y soluble en agua en
medio basico, y rojo e insoluble en medio &cido. RED es un pigmento rojo con estructura de
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tripirrol altamente hidrofobica. EI CDA es un lipopéptido ciclico. EI yCPK es la coelimicina P1, un

alcaloide derivado de poliquétido.

——=

i HN—_/

l Vi =i _=

- - - - - - OCH3
Actinorrodina Undecilprodigiosina

H

(CDA) g
Antibiotico dependiente de calcio

Figura 4: Estructura quimica de los antibidticos producidos por S. coelicolor A3 (2).

El papel principal de estos antibi6ticos es defender la colonia de competidores al tiempo que
se desarrolla el micelio aéreo y se lisa el micelio de sustrato (Kieser et al., 2000). Aunque su
actividad biologica ain no es del todo conocida se sabe que todos son activos frente a bacterias
Gram positivas.

Pese a su actividad antibacteriana estos antibioticos no tienen interés en clinica, sin embargo
si han resultado dtiles en investigacion por otras de sus caracteristicas. La pigmentacion conferida
por ACT y RED hacen de S. coelicolor un buen modelo para estudios genéticos sobre produccién

de antibidticos, ya que son una caracteristica fenotipica facilmente diferenciable.

5.2. Sistemas de dos componentes en S. coelicolor

En la secuencia genémica de S. coelicolor se han identificado 67 sistemas de dos

componentes, 17 HKs y 13 RRs huérfanos (Hutchings et al., 2004). Esto supone un 25 % mas que
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en el resto de bacterias no patdgenas de vida libre (Kim y Forst, 2001). Este hecho sugiere que es un

microorganismo bien equipado para responder a multiples condiciones ambientales a las que se

enfrenta en su habitat natural, el suelo.

Hasta la fecha se han estudiado experimentalmente varios de estos sistemas y se ha

comprobado que la mayoria de ellos actian directa o indirectamente sobre la produccion de
antibioticos (Tabla 1) (Rodriguez et al., 2013).

Tabla 1: Sistemas de dos componentes estudiados en S. coelicolor

TCS

Proceso regulado

(Directa o indirectamente)

Referencia

AbsA1/A2 Produccion de antibidticos (Adamidis et al., 1990)
AbrAl/A2 Produccion de antibidticos y (Yepes et al., 2011)
diferenciacion morfoldgica
AbrC1/C2/C3 Desarrollo morfolégico y (Yepes et al., 2011)
produccion de antibidticos
AfsQ1/Q2 Produccion de antibidticos y diferenciacion (Ishizuka et al., 1992)
CseB/C Homeostasis de pared celular (Paget et al., 1999)
CutR/S Produccion de antibidticos (Chang et al., 1996)
ChiS/R Produccion de una quitinasa (Homerova et al., 2002)
DraR/K Produccion de antibidticos (Yuetal., 2012)
EcrA1/A2 Produccion de antibidticos (Li et al., 2004)
OsaA/B Osmoadaptacion y produccion de antibidticos (Bishop et al., 2004)
OhkA HK huérfana implicada en produccion (Luetal., 2011)
de antibidticos y diferenciacion
PhoP/R Transporte de fosfato y (Rodriguez-Garcia et al.,
produccioén de antibidticos 2007)
RagK/R Esporulacion independiente de SapB (San Paolo et al., 2006)
RapA1/A2 Produccidn de antibioticos (Lu et al., 2007)
VanR/S Resistencia a vancomicina (Hong et al., 2004)
SC00203/04 Produccion de antibidticos (Wang et al., 2009)
SC02281 RR huérfano implicado en produccion (Rico et al., en revision)
de antibidticos y diferenciacion
SC03818 RR huérfano implicado en (Wang et al., 2009)
produccioén de antibidticos
SCO04155/56 Secrecion en respuesta a estrés (Gullon et al., 2012)
SCO5784/85 Metabolismo primario y secundario (Rozas et al., 2012)

6. ANTIBIOTICOS PARA SU EXPRESION HETEROLOGA

En el presente trabajo se ha estudiado la influencia del TCS AbrAl/A2 en la produccion

heteréloga de varios compuestos de interés con actividad tanto antibidtica como antitumoral. Los

compuestos seleccionados para el estudio se describen a continuacion.




6.1 Tetracenomicina C

La tetracenomicina C es un poliquétido aromatico producido por Streptomyces glaucescens
(Figura 5A). Los poliquétidos representan un grupo diverso de compuestos naturales producidos por
plantas hongos y bacterias que presentan un considerable interés por su importancia como
antibioticos y antitumorales. Su biosintesis tiene mediante la adicion de acidos carboxilicos de
cadena corta mediante reacciones catalizadas por enzimas denominadas Poliquétido Sintasas (PKS)
(Hopwood y Sherman, 1990; Katz y Donadio, 1993). Los poliquétidos son compuestos de gran
interés desde un punto de vista biotecnoldgico, ya que mediante biosintesis combinatoria se pueden
producir nuevos compuestos artificiales o productos hibridos, ya sea modificando su estructura
principal mediante las poliquétido sintasas, o alterando modificaciones posteriores con transferasas
u oxidorreductasas (Wohlert, 1998; Rodriguez et al., 2000).

Este antibidtico es activo frente a algunas bacterias Gram positivas, especialmente frente a
estreptomicetos, pero no frente a Gram negativas ni hongos. (Weber et al., 1979). Ademas, la

tetracenomicina C también tiene propiedades antitumorales.

6.2 Eloramicina

La eloramicina es otro poliquétido aromético con un alto nivel de similitud a la
tetracenomicina C (Rohr y Zeeck, 1990). Este compuesto es producido por Streptomyces olivaceus
Tu2353 (Drautz et al., 1985). La eloramicina, al igual que la tetracenomicina C, presenta actividad
antibidtica frente a Gram positivas, asi como propiedades antitumorales. Su estructura es parecida a
la tetracenomicina C, pero tiene un grupo C-12a-O-metil y en el grupo hidroxil de C-8 esta
glicosilado con un residuo L-ramnosa permetilado (Figura 5B). Por lo tanto, para producir
eloramicina no solo es necesario producir el poliquétido sino también sintetizar el azlcar y

transferirlo.

6.3 Estaurosporina

La estaurosporina (Figura 5C) es un indolocarbazol, una familia de productos naturales que
constituye una clase de compuestos antitumorales. Estos compuestos se encuentran unidos a un
azucar mediante un enlace glicosidico a uno o a los dos grupos indol del esqueleto principal. La
presencia de los azlcares es esencial para la actividad bioldgica de estos compuestos (Bailly et al.,
1999).
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La estaurosporina es un potente inhibidor de la proteina kinasa C (Tamaoki et al., 1986),
pero no tiene la especificidad necesaria para su aplicacion farmacéutica, por lo que actualmente se

esta tratando de generar nuevos derivados con una especificidad mayor (Sanchez et al., 2005).

A

OH O
OH
o “Oe -
COOCH3
OH
O O OH CHy

NHCH;

Figura 5: Estructura quimica de los antibi6ticos tetracenomicina C (A), eloramicina (B) y
estaurosporina (C).

ANTECEDENTES

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se ha investigado el papel de varios
TCSs de S. coelicolor M145. Uno de ellos, el sistema AbrA1/A2 (SCOs 1744/1745) es un regulador
pleiotropico negativo tanto de la produccion de los antibidticos ACT, RED y CDA como de la
diferenciacion (Yepes et al., 2011). Los genes de este TCS forman parte de un operon en el que
estan precedidos por dos genes que codifican un sistema de transporte ABC (SCOs 1742/1743).

El mutante doble 41744/45 (4abrA1/A2) presenta una mayor produccion de antibidticos
enddgenos asi como un desarrollo morfologico acelerado con respecto a la cepa silvestre. Los

mutantes de delecion simple de cada uno de los genes del sistema, 41744 (dabrAl) y A1745
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(4abrA2), muestran un fenotipo altamente dependiente de medio que en ninguno de los casos

coincide con el presentado por el mutante doble (Figura 6). Esto, unido a otros experimentos

realizados en nuestro grupo (Rico et al., en revision), pareceria indicar que cuando uno de los dos

componentes del sistema esta ausente se produce una regulacion cruzada con otros elementos

ajenos al sistema. Sin embargo, la complementacion de los mutantes individuales para desechar la

posibilidad de un posible efecto polar debido a la mutacién no se habia llevado a cabo y forma parte

de este trabajo.

R2YE

NMMP

YEPD

PGA

NA

SFM

Figura 6: Fenotipo de los mutantes del sistema AbrA. Produccion de los antibidticos ACT,
RED y CDA Yy diferenciacién morfoldgica (DM) en crecimiento en gota de las cepas M145,
AabrA1/A2, AabrAl 'y AabrA2 en diferentes medios: R2YE (5 dias), NMMP (7 dias), YEPD (7
dias), PGA (2 dias), NA (bioensayo frente a Bacillus subtilis) y SFM (3 dias).

M145

AabrA1/42

D

AabrAl

AabrA2

ACT

RED

CDA

DM

También se habian llevado a cabo estudios sobre la produccion heter6loga del antibidtico y

antitumoral oviedomicina viéndose que su produccién es muy superior en el mutante doble que en

la cepa silvestre, duplicandola (Figura 7) (Rico et al., en revision). En este trabajo nos planteamos

comparar la expresion heterdloga de otras rutas de produccion de antibidticos en la cepa silvestre y
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en el mutante doble para validar esta cepa como hospedador heterélogo, asi como comprobar la
expresion de la ruta de la tetracenomicina C en ambas cepas y en los mutantes sencillos dabrdl 'y

AabrA2 para determinar si la produccion mejoraba en alguno de los mutantes sencillos.

M145 M145  AabrA1/A2 AabrA1/A2
(PKC505) (CosAB4) (pKC505) (CosAB4)

Solido 4 dias

Liquido

120 h

Figura 7: Comparacion de la produccion de oviedomicina (CosAB4) en medio NMMP sélido y
liquido en las cepas M145 'y dabrA1/42. El plasmido pKC505 se empled como control.

OBJETIVOS

1. Complementacion de los mutantes AabrA1'y AabrA2 y anélisis de los fenotipos.
2. Expresion heter6loga de las rutas de los antibidticos tetracenomicina C, eloramicina y

estaurosporina en las diferentes cepas y comparacion de la produccion.
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MATERIALES Y
METODOS




1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS

Los microorganismos utilizados en este trabajo se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Referencia

Streptomyces coelicolor

M145

Protétrofo, SCP1- SCP2-

(Kieser et al., 2000)

S. coelicolor AabrA1/A2

Derivada de S. coelicolor M145:
ASCO1744/1745

(Yepes, 2006)

S. coelicolor AabrA1l

Derivada de S. coelicolor M145:
ASCO1744

(Rico et al., en revision)

S. coelicolor dabrA2

Derivada de S. coelicolor M145:
ASCO1745

(Rico et al., en revision)

Escherichia coli DH5a.

F-, 80dlacZAM15,
A(lacZY AargF)U169, recAl, endAl,
hsdR17(rk-,mk-+), supE44, A-, thi-1,
gyrA, relAl

(Hanahan, 1983)

E. coli ET12567

dam, dcm, hsdS, cat, tet

(MacNeil et al., 1992)

Bacillus subtilis

Cepa silvestre

CECT 4522

S. lividans 1326

SLP1" SLP2"

(Hopwood et al., 1983)

2. VECTORES UTILIZADOS

En este trabajo se han utilizado y generado los siguientes vectores (Tabla 3).

Tabla 3: Vectores utilizados en este trabajo.

Vector Caracteristicas Referencia
pKC796Hyg Vector bifuncional E. coli-Streptomyces, (Fernandez-Abalos et
integrativo ®C31, HygR. al., 2003)
pHabrAl/A2 Derivado del pKC796Hyg. Plasmido integrativo ~ (Yepes et al., 2011)

con los genes abrA1/A2 clonados bajo su propio
promotor

pPET1745sintag

Derivado de pET-22b(+). Pl&smido replicativo
con el gen abrAz2 sin colas de histidinas clonado
bajo control del promotor T7

(Ricoetal., en
revision)

pWHM3 Vector bifuncional E. coli-Streptomyces, alto (Varaetal., 1989)
namero de copias, AmpR en E.coli, TioR en
Streptomyces
pWHM1026 Derivado del p®WwHM3 con la ruta de biosintesis  (Decker y Hutchinson,
de la tetracenomicina C 1993)
pKC505 Vector bifuncional E. coli-Streptomyces, bajo (Richardson et al.,
namero de copias, ApraR 1987)
Cos16F4 Cosmido derivado del pKC505, contiene laruta  (Decker et al., 1995)
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de biosintesis de la eloramicina

Cos32D1 Cdsmido derivado del pKC505, contiene la ruta (Salas et al., 2005)
de biosintesis de la estaurosporina

pHabrAl Derivado del pKC796Hyg. Plasmido integrativo
con el gen abrAl clonado bajo su propio
promotor Este trabajo

pHabrA2 Derivado del pKC796Hyg. Plasmido integrativo
con el gen abrA2 clonado bajo su propio
promotor

Los plasmidos integrativos pHabrAl y pHabrA2 son derivados del plasmido pKC796Hyg
(multicopia en E. coli e integrativo en Streptomyces), portador del sitio de integracion del fago
@C31.

El plasmido pHabrAl se obtuvo amplificando mediante PCR el gen abrAl utilizando los
oligonuclettidos AY-035 (afiade un sitio Ndel) y SAM-001 (afiade un sitio Xhol) (Tabla 5) y
poniéndolo bajo el control de su propio promotor utilizando el plasmido pHabrA1/A2. Para ello se
reemplazaron los genes abrAl/abrA2 del plasmido pHabrA1/A2 digeridos con Xhol y Ndel por el
fragmento de PCR digerido con los mismos sitios Ndel y Xhol. El plasmido resultante se clon6 en
E. coli DH5a y el fragmento obtenido por PCR fue secuenciado para comprobar la ausencia de

mutaciones (Figura 8).

e s

. . int/xis
int/xis

pHabrAl

pHabrAl/A2 (9816 bp)

(10478 bp)

abrdl

Ndel Xhol

QO 28242 :
Noet” ™ abrA1 Ndel- s ©
Xhol Xhol

Figura 8: Construccion del plasmido pHabrAl

Del mismo modo, el plasmido pHabrA2 se construyd reemplazando los dos genes del
sistema en el plasmido pHabrA1/A2 digerido con Ndel y Xhol por el gen abrA2. En este caso el
gen abrA2 se obtuvo tras digerir el plasmido pET1745sintag previamente obtenido y comprobado

por secuenciacion en nuestro laboratorio con los sitios Ndel y Xhol (Figura 9).
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Figura 9: Construccion del plasmido pHabrA2

3. CEPAS DE Streptomyces GENERADAS

Las cepas de Streptomyces generadas en este trabajo se detallan en la Tabla 4.
Tabla 4: Cepas de Streptomyces generadas en este trabajo

Cepa Genotipo

S. coelicolor M145. pKC796Hyg

M145 con el plasmido pKC796Hyg insertado en el
genoma

S. coelicolor AabrAl. pKC796Hyg

ASCO1744 con el plasmido pKC796Hyg

S. coelicolor Aabr42. pKC796Hyqg

ASCQO1745 con el plasmido pKC796Hyg

S. coelicolor 4abrAl. pHabrAl

ASCO1744 con el plasmido pHabrA1l

S. coelicolor AabrA2. pHabrA2

ASCO1745 con el plasmido pHabrA2

S. coelicolor M145 (pKC505)

M145 con el plasmido pKC505

S. coelicolor AabrA1/42 (pKC505)

ASCQO1744/45 con el plasmido pKC505

S. coelicolor M145 (16F4)

M145 con el plasmido 16F4

S. coelicolor AabrA1/42 (16F4)

ASCO1744/45 con el plasmido 16F4

S. coelicolor M145 (32D1)

M145 con el plasmido 32D1

S. coelicolor AabrA1/42 (32D1)

ASCQO1744/45 con el plasmido 32D1

S. coelicolor M145 (pWHM3)

M145 con el plasmido pWHM3

S. coelicolor AabrA1/42 (PWHM3)

ASCO1744/1745 con el plasmido pWHM3

S. coelicolor AabrA1 (PWHM3)

ASCO1744 con el plasmido pWHM3

S. coelicolor AabrA2 (pPWHM3)

ASCO1745 con el plasmido pWHM3

S. coelicolor M145 (pWHM1026)

M145 con el plasmido pWHM1026

S. coelicolor AabrA41/42 (pPWHM1026)

ASCO1744/1745 con el plasmido pWHM1026
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S. coelicolor AabrA1 (PWHM1026) AS8CO1744 con el plasmido pWHM1026

S. coelicolor AabrA2 (pPWHM1026) ASCO1745 con el plasmido pWHM1026

4. MEDIOS DE CULTIVO Y CONSERVACION DE CEPAS

4.1 Medios de cultivo

- Medio SFM (MSA) (Kieser et al., 2000): manitol 20 g/L, harina de soja 20 g/L, agar 2 %.

- Medio R2YE (Kieser et al., 2000): sacarosa 103 g/L, K,SO4 0,25 g¢/L, Cl,Mg.6H,O 10 g/L,
glucosa 10 g/L, casaminoéacidos 0,1 g/L, elementos traza* 2 mL, extracto de levadura 5 g/L, TES
5,73 g/L, agar 2 %, pH 7.2. Justo antes de utilizarlo, afiadir por cada 100 mL: KH,PO,4 0,5 %, 1 mL;
CaCl,.2 H,O 5 M, 0,4 mL; L-prolina 20 %, 1,5 mL, *Elementos traza: ZnCl, 40 mg/L, FeCl;3.6H,0
200 mg/L, CuCl,.2H,O 10 mg/L, MnCl,.4H,O 10 mg/L, Na,B;07;.10H,O 10 mg/L y
(NHz)sM070,4.4H,0 10 mg/L.

- Medio NA (Hopwood et al., 1985): extracto de levadura 2 g/L, extracto de carne 1 g/L, peptona 5
o/L, NaCl 5 g/L, pH 7,4.

- Medio YEPD (Rose et al., 1990): extracto de levadura 10 g/L, glucosa 10 g/L, peptona 20 g/L.
Este medio se empled tanto en forma liquida como solida afiadiendo agar 2 %.

- Medio NMMP (Hopwood et al., 1985): (NH4)SO4 2 g/L, MgS0,.7 H,0 0,6 g/L, casaminoacidos
5 g/L, elementos traza* 1 mL/L, pH 7,2. Después de autoclavar, afiadir: NaH,PO/Na,HPO 0,1 M
pH 6,8 45 mL/L, glucosa 40% 12,5 g/L. Este medio se empled tanto en forma liquida como solida
afiadiendo agar 2 %.

*Elementos traza: ZnS0O,4.7H,0 1 g/L, FeSO,4.7H,0 1 g/L, MnCl,.4H,0 1 g/L, CaCl, 1 g/L.

- Medio LB (Sambrook et al., 1989): bactotriptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L,
pH 7,5. Este medio se empleo tanto en forma liquida como solida afiadiendo agar 2 %.

- Medio YEG: extracto de levadura 1 %, sacarosa 10,3 %, MgCl, 5 mM, glicina 0,5 %, glucosa 1
%.

4.2 Aditivos para medios de cultivo

Los antibioticos empleados a lo largo de este trabajo asi como sus concentraciones para

seleccionar y mantener los plasmidos y césmidos utilizados se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5: Antibidticos utilizados en este trabajo.
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Antibidtico solucion stock Concentracion final (ug/mL) Concentracién final

mg/mL E.coli /mL) Streptomyces
Higromicina (hyg: 200) 200 75
Ampicilina (amp: 100) 100 -
Tioestreptona (tsr: 50) - 10
Apramicina (apra: 200) 50 15

4.3 Condiciones de cultivo y conservacion de las cepas

Los cultivos sélidos de Streptomyces se incubaron en placas Petri en estufa a 30 °C. Los
cultivos en medio liquido se llevaron a cabo en matraces de vidrio indentados ocupando 1/5 del
volumen total del matraz con medio de cultivo. El in6culo en liquido se hizo mediante suspensiones
de esporas cuantificadas, con una concentracién de esporas por matraz de 10° esporas/mL; o desde
taco en el caso de las cepas con los plasmidos pWHM3 y pWHM1026. En este caso el taco indculo
se obtuvo con un sacabocados de 0,8 cm de didmetro sobre un césped de las mencionadas cepas. La
incubacion se realiz6 a 30 °C en un incubador orbital a 200 rpm.

Las cepas de E. coli con plasmidos derivados del pKC796Hyg se incubaron a 37 °C,
mientras que aquellas con los plasmidos derivados del pKC505 o del p®WHM3 fueron incubadas a
30 °C debido a la termosensibilidad de estos vectores.

Las cepas de E. coli se conservaron en glicerol al 20 % congeladas a -80 °C. Las cepas de
Streptomyces se mantuvieron como suspensiones de esporas o de micelio fresco en glicerol al 20 %
congeladas a -20 %.

Las esporas de las diferentes cepas se recogieron siguiendo el protocolo descrito por
(Hopwood et al., 1985). Para calcular la poblacién de las suspensiones obtenidas se sembraron
diluciones seriadas en placas de YEPD y se contaron las colonias obtenidas tras 3-4 dias de

crecimiento.

5. MANIPULACION Y DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS
5.1 Aislamiento de DNA

La obtencion de DNA plasmidico de E. coli se llevo a cabo utilizando el kit comercial
Plasmid DNA Purification NucleoSpin (Macherey-Nagel). La obtencion de DNA de los cosmidos
se llevo a cabo siguiendo el método de lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979) introduciendo un paso

de fenolizacion previo a la precipitacion del DNA.
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5.2 PCR

Para amplificar el gen abrA1l se utilizo el kit Phusion Hot Start 11 (Finnzymes). El fragmento
amplificado se obtuvo con los oligonucleétidos AY-035 y SAM-001 (Tabla 5) empleando como
molde el plasmido pHabrA1/A2. Las condiciones de PCR fueron:

1.98°C - 30s

2.98°C-10s

3.60°C-30s 30 ciclos
4.72°C -1 min

5.72°C - 10 min

5.3 Electroforesis en gel de agarosa

La separacion de los fragmentos de DNA en funcion de su tamafio se llevd a cabo mediante
electroforesis en geles de agarosa. La concentracion de agarosa empleada fue del 0,8 % (p/v). La
electroforesis se desarroll6 a voltaje constante (80-100 V) en tampdén TAE (Tris-acetato 40 mM,
EDTA 2 mM). Las bandas se observaron sobre un transiluminador de luz ultravioleta gracias al
bromuro de etidio presente en el gel. Los tamafios de los fragmentos de DNA se estimaron por

comparacion con el marcador de referencia 1Kb Plus Ladder (Invitrogen).

5.4 Purificacidon de fragmentos de DNA
La purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa se llevé a cabo usando el
kit Illustra GFX PCR DNA & Gel Band Purification (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones

del fabricante.

5.5 Aislamiento de RNA

El RNA se obtuvo a partir de cultivos en medio liquido por triplicado de cada cepa. Se
emplearon matraces indentados de 250 mL con 50 mL de medio NB inoculado con 10° esporas/mL.
Se tomaron muestras de 20 mL por duplicado a las 48 horas. Dichas muestras se centrifugaron vy,
tras desechar el sobrenadante, las células se trataron con RNA Protect Bacteria Reagent (Qiagen) y
se congelaron. EI micelio se lisé resuspendiéndolo en TE con lisozima (15 mg/mL) e incubando la
solucion 15 minutos a temperatura ambiente. EI ARN se extrajo siguiendo el protocolo

recomendado por el kit de purificacion RNeasy Mini Kit (Qiagen).
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5.6 qRT-PCR

Tras la obtencidn del RNA, las muestras se trataron con DNasa RQ1 (Promega) siguiendo
las instrucciones del fabricante para eliminar totalmente posibles contaminaciones con DNA. En
cada reaccion de RT-PCR se utilizaron 0,75 ng de RNA como molde para la sintesis de cDNA en
20 pL de volumen final de iScript Reverse transcription Supermix for RT-qPCR (Bio-Rad). Para
llevar a cabo las QRT-PCRs se utilizaron 2 uL de cDNA junto a 2 pumoles de oligonucleétidos y 5
puL de iTag Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad) en un volumen final de 10 pL. Cada
reaccion se hizo por duplicado en un termociclador CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad) incluyendo los controles negativos pertinentes (sin cDNA y con muestras de
RNA sin sintesis de cDNA).

1.95°C - 30s

2.95°C-5s

3.56,5°C-30s

4.72°C-15s

5.95°C-30s

6.65°C-30s

7.65°C - 5 - Incrementos de 0,5 °C 5 s hasta 95 °C

40 ciclos

5.7 Oligonucledtidos utilizados

Los oligonucleé6tidos empleados en este trabajo se encuentran en la Tabla 5.

Tabla 5: Oligonucle6tidos empleados durante este trabajo.

Nombre Secuencia Funcion
AY-035 TTTTTCATATGAACGACCTCTTCGGGCGGG Oligonucledtido directo
para clonar abrAl. El sitio
de corte de Ndel aparece
subrayado.

SAM-001 TTTTTTCTCGAGTCATGCCGCGTCCCCGGCGTCC Oligonucle6tido reverso
para clonar abrAl. El sitio
de corte de Xhol aparece

subrayado.
SAM-006 GGGATGCCCGTACAACTG Oligonucleo6tido directo
para QRT-PCR de abrA1l.
SAM-007 GGGGTCGGTGTGTTTGAG Oligonucleotido reverso
para qRT-PCR de abrAl.
SAM-008 ACGTGGTCCTGATGGACA Oligonucleotido directo
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para gRT-PCR de abrA2.

SAM-009 ACGTACTCGTCCAGGTCGTA Oligonucleotido reverso
para QRT-PCR de abrA2.

hrdBF CGACTACACCAAGGGCTACA Oligonucleotido directo
para gRT-PCR de hrdB.

hrdBR TTGTTGATGACCTCGACCAT Oligonucleo6tido reverso

para gRT-PCR de hrdB.

6. INTRODUCCION DE DNA EN MICROORGANISMOS

6.1 Transformacion de E. coli

Las transformaciones con plasmidos se llevaron a cabo utilizando células competentes de E.
coli DHS5a y ET12567 y siguiendo el protocolo descrito por Hanahan (Hanahan, 1983), en el cual se
introduce el DNA mediante un choque térmico.

Las transformaciones con cosmidos se realizaron mediante electroporacion. Las células
electrocompetentes de E.coli DH5a y ET12567 se obtuvieron a partir de cultivos en medio SOB
suplementado con 2 mL de MgCl, 2M y MgSO, 20 mM. La electroporacién se llevé a cabo en un
electroporador Micropulser TM de Biorad con un pulso de 2,5 KV 5 ms. Las células electroporadas
se incubaron 1 hora y media a 30 °C en un incubador orbital y se sembraron en placas de LB con el

antibidtico correspondiente.

6.2 Transformacion de Streptomyces

El método utilizado para transformar Streptomyces fue el descrito por (Kieser et al., 2000).
Se obtuvieron protoplastos que fueron transformados con los distintos vectores demetilados y se
regeneraron en placas de R2YE. Tras 24 horas de crecimiento se afiadio una cobertera del
antibidtico correspondiente para la seleccion de los transformantes.

Para obtener los protoplastos se cultivaron las distintas cepas inoculando 2,5 x 10° esporas
en 25 mL de medio YEG durante 32 horas. Tras recoger las células por centrifugacion, se trataron
con solucidon P con lisozima (2mg/mL) hasta que se obtuvieron los protoplastos (30 minutos).

Solucién P: TES 5,73 g/L; Sacarosa 103 g/L; Cl,Mg 6H,0 2,03 g/L; K,S0,0,25 g/L; CaCl,
2H,0 3,68 g/L; elementos traza* 2 mL/L; pH 7,2. Tras autoclavar afiadir 5 mL de KH,PO, 1 % por
litro.

*Elementos traza: ZnCl, 40 mg/L, FeCl3.6H,O 200 mg/L, CuCl,.2H,0 10 mg/L, MnCl,.4H,0 10
mg/L, Na;B407.10H,0 10 mg/L y (NH4)sM070,4.4H,0 10 mg/L.
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7. ANALISIS DE LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS

Para los estudios en medio sélido se partid de suspensiones de esporas de las diferentes
cepas (obtenidas de medio SFM con los antibidticos correspondientes a cada cepa) a partir de las
cuales se sembraron gotas de 5 pL conteniendo 10° esporas sobre placas de YEPD, NMMP, NA y
SFM. Las placas se incubaron a 30 °C y se siguid su progresion cada 24 horas.

Para valorar la produccion de CDA, a los 5 dias de crecimiento se cubrio la placa con 5 mL
de agar nutritivo blando + Ca(NO3), 60 mM que contenia 200 pL de un cultivo de Bacillus subtilis
(DOgoo = 0,25) como microorganismo sensible y se incubd de nuevo a 30 °C 24 horas
aproximadamente. Como control negativo se hizo una réplica del experimento afiadiendo una
cobertera de agar blando sin Ca(NO3),, ya que el calcio induce la actividad de este antibiotico.

La produccion de tetracenomicina C se observd mediante cultivos en medio liquido,
inoculando desde taco matraces de 50 mL con 10 mL de YEPD mas el antibiotico de seleccion y
dejandolo crecer 3 dias. La comparacion de fenotipos se hizo a partir de los sobrenadantes. También
se valoro su actividad con un bioensayo frente a S. lividans. Para ello, sobre placas cuadradas con
70 mL de medio R2YE se sembraron 10° esporas de S. lividans. A continuacién se hicieron pocillos
en los que se afiadieron dos dosis 100 pl del sobrenadante obtenido desde los cultivos liquidos,
manteniendo la placa a baja temperatura hasta que el antibidtico difundié. Las dosis de
sobrenadante se afiadieron espaciadas 3 horas.

La produccidn de eloramicina y estaurosporina se llevo a cabo en cultivos en medio liquido,
inoculando desde taco o con 10° esporas/mL en 10 mL de YEPD mas el antibiético de seleccion en

matraces indentados de 50 mL.

8. ANALISIS POR UPLC

Los analisis de produccién mediante UPLC fueron realizados por el Dr. Alfredo Brafia de la
Universidad de Oviedo. A partir 1 mL de los cultivos en medio liquido se extrajeron con 700 pL de
acetato de etilo acidificado con 1 % de acido férmico. Se evaporo la fase organica y el residuo seco
se disolvio en 100 pL de DMSO + metanol (1:1). De cada muestra se inyectaron 5 puL y se

analizaron los cromatogramas a 280 nm.
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COMPLEMENTACION DE LOS MUTANTES AabrAly AabrA2

Como se ha comentado en la seccion de antecedentes, la delecion individual de los genes
abrAl y abrA2 origina fenotipos dependientes del medio de cultivo. En particular presentan mayor
produccién de ACT en medio YEPD, mayor produccion de RED en medio NMMP, mayor
produccion de CDA en medio NA y una diferenciacion morfolégica acelerada (DM) en medio
SFM (Figura 6). Para comprobar que los fenotipos observados en estos mutantes se debian
realmente a la delecion de dichos genes y no a efectos polares se llevo a cabo la complementacion
de estos mutantes en dichos medios. Para ello, se construyeron los plasmidos integrativos pHabrAl
y pHabrA2 que contienen los genes abrAl y abrA2 respectivamente bajo el control del promotor
del sistema (Materiales y métodos). Una vez obtenidos y comprobados, estos plasmidos se
transfirieron a E.coli ET12567, una cepa no metilante, ya que S. coelicolor posee un sistema de
restriccion contra el ADN metilado (MacNeil, 1988; Gonzalez-Ceron et al., 2009). A continuacion
se transformaron protoplastos de las cepas de S. coelicolor AabrAl y AabrA2 con sus
correspondientes plasmidos. Paralelamente, ambos mutantes y la cepa silvestre M145 se
transformaron con el plasmido pKC796Hyg y se usaron como controles debido a que la integracion
del plasmido vacio en el sitio ¢C31 puede provocar en todas las cepas una disminucion por si
misma en la produccion de antibiéticos (Baltz, 1998).

Una vez obtenidos los transformantes, estos se sembraron en medio SFM para recoger
esporas que fueron cuantificadas y se emplearon para realizar los posteriores analisis. Para analizar
el fenotipo de produccién de antibiéticos asi como de diferenciacion morfoldgica, se sembraron 10°
esporas de cada una de las cepas en gotas de 5 uL para obtener parches de micelio con el mismo
diametro. El seguimiento de las colonias tuvo lugar cada 24 horas hasta que cesaron de producirse
cambios en las mismas.

Como podemos observar (Figura 10), tanto la insercion del gen abrAl en el mutante dabrAl
como la del gen abrA2 en el mutante A4abrA2 restauran los niveles de produccién de los antibioticos
ACT, RED y CDA vy la diferenciacion morfoldgica (DM) a los niveles de la cepa silvestre M145
portadora del plasmido. Estos resultados confirman que los fenotipos observados en los mutantes
AabrAl'y AabrA2 son debidos a la delecion de dichos genes, y no a efectos polares causados por su

eliminacion.
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A M145 JabrAl AabrAl
pKC796Hyg pKC796Hyg pHabrAl

ACT

RED

CDA

DM

B M145 AabrA2 AabrA2
pKC796Hyg pKC796Hyg pHabrA2

ACT

RED

CDA

Figura 10: Complementacion de los mutantes AdabrdAl (A) y AdabrA2 (B). Produccion de ACT
(YEPD, 9 dias), RED (NMMP, 4 dias), CDA, (NA, 5 dias) y diferenciacion morfol6gica (DM)
(SFM, 2 dias).
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Como se ha comentado anteriormente, el uso de vectores integrativos en el sitio de insercién
®C31 reduce la produccion de antibidticos (Baltz, 1998). Esta reduccién puede dificultar la
comparacion de fenotipos, especialmente cuando las diferencias encontradas previamente a la
insercion del plasmido no son muy drasticas.

En nuestro estudio se pudo observar que la insercién de todos los plasmidos (incluso el
vector) producian un fuerte efecto negativo sobre la produccion de antibioticos y la diferenciacion
en todas las cepas. Estos efectos se manifestaron como una produccion muy inferior a la mostrada
en las cepas sin transformar y un retraso en esta produccion y en la diferenciacion.

Sin embargo y a pesar de este problema, el uso de vectores integrativos en el sitio ®C31 es
el mas extendido en el estudio de Streptomyces, debido principalmente a la ausencia de otros
vectores que se inserten en sitios alternativos en el genoma y que hayan sido tan intensamente
estudiados. En los ultimos afios se estan desarrollado nuevos vectores con otros sitios de insercion
diferentes como el del fago ¢BT-1 (Gregory et al., 2003; Fayed et al., 2014), pero su efecto sobre la

produccidn de antibioticos no se ha estudiado.

ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LOS GENES abrAl Y abrA2 EN
LAS CEPAS COMPLEMENTADAS MEDIANTE gqRT-PCR

Para comprobar de una forma alternativa si la introduccién de los genes abrAl y abrA2 en
los mutantes restauraba la expresion de los mismos al nivel de la cepa silvestre se realizaron PCR
cuantitativas en tiempo real. Esto ademas nos permitiria comprobar si la sustitucién de cualquiera
de los dos genes por el cassette de resistencia a apramicina afecta o0 no a la expresion del otro gen
del sistema de dos componentes. Para ello se extrajo RNA tanto de las cepas complementadas como
de las cepas M145, AabrA1 'y AabrA2 portadoras del plasmido pKC796Hyg (Materiales y métodos),
y tras sintetizar su cDNA complementario este se analizé con oligonucleotidos propios de los genes
abrAl, abrA2 y hrdB (gen de referencia).

Claramente hemos observado que los genes se estan transcribiendo en las cepas
complementadas. Sin embargo, no se han podido comparar los niveles de expresion entre estas
cepas Yy la cepa silvestre debido a que no hemos sido capaces de determinar la expresion del gen de
referencia hrdB (SCO5820), necesaria para cuantificar la expresion relativa de cada gen. Estos
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experimentos se estan repitiendo actualmente a fin de cuantificar la expresién de los genes

complementados.

INTRODUCCION DE DISTINTAS RUTAS DE ANTIBIOTICOS EN
S. coelicolor PARA SU EXPRESION HETEROLOGA

Por todo lo expuesto anteriormente, se ha determinado que el sistema AbrA1l/A2 esta
involucrado en la regulacién negativa de la produccidn de antibiéticos, y que la cepa mutante doble
en este sistema parece ser buena candidata para la expresion heter6loga de compuestos de interés
(Rico et al., en revision). Para estudiar en mayor profundidad esta posibilidad las distintas cepas
mutantes obtenidas fueron transformadas con diferentes plasmidos y cdsmidos que contenian rutas
de sintesis de distintos antibioticos. Las rutas ensayadas fueron la de la tetracenomicina C, la
eloramicina y la estaurosporina. Todas ellas, junto con los vectores correspondientes, fueron
cedidas por el laboratorio de los Dres. José Antonio Salas y Carmen Méndez (Universidad de
Oviedo).

Tanto el plasmido portador de la ruta de la tetracenomicina C (pWHM1026) como los dos
césmidos con las rutas de la eloramicina (Cos16F4) y la estaurosporina (Cos32D1), asi como los
vectores vacios correspondientes ((WHM3 y pKC505), fueron transformados en E. coli DH5a
para tener mayor cantidad de DNA y posteriormente en la cepa E.coli ET12567 para obtener sus
formas demetiladas con las que transformar S. coelicolor.

Los estudios de produccion de la ruta de la tetracenomicina C se realizaron en las cepas de
S. coelicolor M145, AabrA1/A2, AabrAl y AabrA2 transformando protoplastos de estas cepas con
los plasmidos pWHM3 (control) y pWHM1026 y seleccionando los transformantes con
tioestreptona. Los cdsmidos Cos16F4 (eloramicina), Cos32D1 (estaurosporina) y pKC505 (control)
unicamente se transformaron en la cepa silvestre M145, y en AdabrA1/42, debido a que los cosmidos
derivados del pKC505 deben ser seleccionados con apramicina, y los mutantes AabrAly AabrA2 ya
eran resistentes a este antibidtico. En el futuro se obtendran los mutantes SCAR (sin el cassette de
resistencia a apramicina) de estos mutantes para el estudio de expresion de estas u otras rutas.

Todos los transformantes de S. coelicolor obtenidos se resembraron en parches y
posteriormente en césped en placas de SFM para obtener esporas siguiendo el procedimiento
habitual. Sin embargo, las cepas portadoras del plasmido pWHM1026 mostraron ser incapaces de
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esporular incluso a tiempos largos, por lo que los subsiguientes estudios en liquido tuvieron que
realizarse a partir de tacos de micelio en lugar de con esporas cuantificadas.

La ausencia de esporulacion en este caso puede ser debida a diferentes factores. Una
posibilidad es que los propios productos de la ruta, expresada en un plasmido de alto nimero de
copias, puedan afectar de alguna manera a la esporulacion. Se ha visto que algunos de los
pigmentos presentes en las esporas son producidos por poliquétido sintasas (PKS), enzimas
necesarias para la sintesis de determinados antibioticos como la tetracenomicina C (Davis y Chater,
1990). Ademas, también se sabe que la tetracenomicina C es capaz de inhibir el crecimiento de
algunas especies de Streptomyces (Weber et al., 1979), por lo que tal vez a pesar de que la ruta
incluye los genes de resistencia esto podria afectar a la esporulacion. A ello hay que afadir que el
antibiotico de seleccion necesario para mantener los plasmidos, la tioestreptona, ha demostrado
poder alterar la expresion de determinados genes de Streptomyces que afectan a la diferenciacion
(Murakami et al., 1989; Myers et al., 2014).

ANALISIS DE LA PRODUCCION DE TETRACENOMICINA C

La introduccion de la ruta de la tetracenomicina C mediante el plasmido pWHM1026
producia una coloracidn rojiza tanto en el propio Streptomyces como en el medio, que no se daba
cuando las diferentes cepas eran transformadas con el vector vacio (pWHM3), por lo que se asocio
esta tonalidad con la expresién de la ruta (Figura 11). De esta manera se pudo apreciar de forma
cualitativa que en medio YEPD liquido a los 4 dias el mutante doble del sistema (dabrA1/42)
presentaba una produccion muy superior a la cepa silvestre. EI mutante carente del RR (dabrA42)
también mostraba un incremento en la produccion, aunque no llegaba a alcanzar el nivel de la cepa
AabrA1/A42. Sin embargo, el mutante de la HK (dabrA1) apenas presentaba diferencias con respecto
a la cepa silvestre.

Se ha descrito que la tetracenomicina C es capaz de inhibir el crecimiento de distintas
especies del género Streptomyces (Weber et al., 1979). Mediante un bioensayo frente a S. lividans
se comprob6 que el producto de la ruta era funcional y que las cepas que lo sintetizaban en mayor

cantidad producian también un halo de inhibicion de mayor didmetro (Figura 11B).
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PWHMZ1026

Figura 11: A: Produccion de tetracenomicina en las cepas M145, AabrA1/A2, AabrdAl y AabrA2
portadoras del plasmido pWHM1026 y pWHMS3 (vector) en medio YEPD liquido. B: bioensayo
frente a S. lividans a partir de los cultivos liquidos.

Para cuantificar las diferencias de produccion observadas entre las diferentes cepas se
inocularon cultivos de medio YEPD liquido desde taco y se recogieron a los 4 dias de crecimiento,
tras lo cual se congelaron y se enviaron al Dr. Alfredo Brafia (Universidad de Oviedo) para que las
analizara mediante UPLC.

Dicho analisis revelo diferentes picos correspondientes a la tetracenomicina C y a
intermediarios de la ruta (Figura 12). Como podemos apreciar, tanto la tetracenomicina C como los
compuestos intermediarios se producen en la cepa mutante dabrA1/A2 en mayor cantidad que en la
cepa silvestre, siendo dicha produccién de aproximadamente el doble. En cuanto a los mutantes
individuales, el mutante de la HK presenta unos niveles de produccién muy parecidos a los de la
cepa silvestre, y el mutante del RR, aunque presenta un incremento de la produccidn, se encuentra

en un punto intermedio entre la cepa silvestre y el mutante doble.
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M145 pWHM3 e M145 pWHM1026

Figura 12: Gréficas de UPLC de las cepas M145, AabrA1/42, AabrAl y AabrA2 portadoras del
plasmido vacio (pWHM3) y el plasmido con la ruta de la tetracenomicina C (pPWHM1026). P1:
pico correspondiente a eloramicinona. Obsérvese la diferencia de escala (eje vertical).

Ademas, resulta interesante comprobar que los picos mas importantes encontrados en las
cepas con el plasmido control (a los 1,5 y 2,1 minutos) no se hallan presentes cuando se introducen
las rutas. Estos picos, cuya naturaleza por el momento desconocemos, corresponden a productos
enddgenos sintetizados por S. coelicolor bajo esas condiciones de cultivo. Se ha podido observar
(Rico et al., en revision) que la introduccion de la ruta de la oviedomicina en S. coelicolor
provocaba que no se sintetizara el antibiotico azul ACT (Figura 7). Por lo tanto, en vista de estos
resultados, parece posible que expresar rutas de forma heteréloga influya negativamente no sélo
sobre la produccion de ACT, sino también sobre la de otros compuestos de la cepa huésped
probablemente por la competencia por precursores de las rutas.

Por lo tanto, en este caso la cepa AdabrA1/42 muestra de nuevo su potencial como huésped
para expresar rutas de forma heteréloga en mayor cantidad que en la cepa silvestre, duplicando la

produccién.
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ANALISIS DE LA PRODUCCION DE ELORAMICINA

La ruta de la eloramicina no se encuentra completa en el cosmido Cos16F4 al carecer de los
genes necesarios para sintetizar L-Ramnosa, por lo que para dar lugar al producto final,
eloramicina, la cepa huésped debe ser capaz de sintetizar L-Ramnosa (Ramos et al., 2008). En caso
contrario, como ocurre en S. lividans, el producto final es la 8-demetil-tetracenomicina C, que
también es uno de los intermediarios finales de la sintesis de tetracenomicina C, por lo que seria
esperable que la coloracion de ambos productos no fuera demasiado diferente.

Sin embargo, la introduccién del cosmido Cos16F4 no dio lugar a colonias transformantes
con una coloracion rojiza semejante a la mostrada cuando se insertaba la ruta de la tetracenomicina
C. Los posteriores ensayos en medios sélidos y liquidos, asi como bioensayos frente a S. lividans
tanto desde tacos de medio sélido como con los sobrenadantes recogidos en medio liquido no
mostraron diferencias entre las cepas con el cdsmido con la ruta y el vacio. El anélisis mediante
UPLC (Figura 13) tampoco mostrd los picos de produccion esperables para la produccién de 8-

demetil-tetracenomicina C ni de ninguno de sus intermediarios.

M145 pKC505 _ AabrAl/A2 pKC505
SUPASUN ! PR |, W N o
M145 cos16F4 _' AabrA1/A2 cos 16F4

Figura 13: Graficas de UPLC de las cepas M145 y AabrA1/42, portadoras del cdsmido 16F4 o el
vector pKC505.

Curiosamente el pico encontrado a 2,1 minutos, correspondiente a algn compuesto
producido por S. coelicolor bajo esas condiciones de cultivo, muestra una fuerte disminucion
cuando las cepas empleadas portan el cosmido con la ruta en lugar del control, aunque no

desaparece como ocurria con la ruta de la tetracenomicina C.
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Como hemos dicho anteriormente, la producciéon de compuestos de forma heteréloga en S.
coelicolor causa una disminucion de ACT en la cepa hospedadora (Rico et al. en revision), y es
probable que también se vean afectados otros compuestos del metabolismo secundario. En este
caso, a pesar de que aparentemente la ruta no se estaria expresando, vemos que también se produce
una reduccion de un compuesto, aunque por el momento no conocemos la naturaleza del mismo y
las causas de su disminucion al introducir la ruta de la eloramicina.

Aunque estos datos muestran que el cosmido Cos16F4 no es capaz de expresar la ruta de la
eloramicina en estas cepas en las condiciones utilizadas, esta ruta ha sido expresada de forma
heter6loga con el mismo césmido en S. lividans, especie muy cercana a la utilizada en este trabajo
S. coelicolor M145, llegando a producir 8-demetil-tetracenomicina C (Ramos et al., 2008). Por lo
tanto, a la vista de los resultados obtenidos, se hace necesario reproducir exactamente las mismas
condiciones de esos estudios con el fin de poder demostrar si en este caso la cepa Adabrdl/42

también presenta una mayor produccion.

ANALISIS DE LA PRODUCCION DE ESTAUROSPORINA

La transformacion de las cepas M145 'y AabrA1/42 con el cosmido Cos32D1 no dio lugar a
colonias transformantes con un fenotipo diferenciado de las cepas transformadas con el plasmido
control pKC505. La busqueda bibliografica tampoco aport6 informacion sobre si dicho antibidtico
presenta coloracién, por lo que el hecho de no poder diferenciar facilmente si se esta sintetizando
estaurosporina dificultd los estudios visuales con este compuesto.

Al haberse descrito diferentes actividades antimicrobianas para la estaurosporina (Omura et
al., 1977), se procedio a realizar antibiogramas frente a algunos de los microorganismos sensibles a
este compuesto para determinar si se estaba produciendo. Los organismos ensayados fueron
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans, B. subtilis,
Micrococcus luteus y E. coli. Dichos antibiogramas se llevaron a cabo tanto desde tacos de medio
solido, conteniendo el micelio de las distintas cepas, como desde sobrenadantes recogidos de medio
liquido, crecidos en ambos casos en diferentes medios y a distintos tiempos. En ninguno de los
casos se observo inhibicion del crecimiento de los organismos seleccionados, indicando que o bien
la estaurosporina no se producia en esas condiciones o se producia en cantidades demasiado bajas

como para impedir el crecimiento de los organismos ensayados.
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El andlisis cuantitativo por UPLC confirm6 que no se producia estaurosporina ni ninguno de
sus derivados en las cepas portadoras del cosmido Cos32D1 crecidas en YEPD liquido durante 4
dias (Figura 14). No obstante, vemos que la cepa dabrA1/42 con el cosmido Cos32D1 produce tres
picos que destacan claramente (P1, P2 y P3) y también una serie de picos menos claros (P4), que no
aparecen ni en la cepa M145 portadora del mismo cdsmido ni en los controles vacios.
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Figura 14: Graficas UPLC de las cepas M145 y AabrA1/A2 con el cosmido 32D1 y el vector
vacio a 280 nm.

Sin embargo, se vio que ninguno de estos picos correspondia a la estaurosporina ni a
ninguno de sus intermediarios. El analisis de barrido a distintas longitudes de onda de la serie de
compuestos que se detectan como picos poco diferenciados a 280 nm (P4) revel6 que esta serie de
productos presentan el mismo patrén de la ACT (Figura 15). No obstante, como se pudo apreciar en
la figura 14, no hay picos aislados, sino un conjunto de moléculas que aparecen a lo largo de ese
intervalo, indicando que existe una serie de intermediarios y productos modificados y mal acabados
que no llegan a ser ACT, probablemente fruto de la interferencia por precursores y enzimas con otra
ruta biosintética. En cuanto a los otros picos encontrados (P1, P2 y P3), no se ha visto semejanza
con estaurosporina ni intermediarios de su sintesis, ni con ACT, ni con otros compuestos con los

gue se compararon.
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Figura 15: Comparacion de los barrido de estaurosporina y actinorrodina con los picos
encontrados en la muestra del mutante AabrA1/A2 con el césmido 32D1.

Una posible interpretacion para estos resultados es que la introduccion de esta ruta en
nuestro mutante esté produciendo una desrepresion de alguno de los clusters silenciados de S.
coelicolor. Hay que sefialar que la expresion heteréloga de compuestos es en la actualidad una de
las estrategias empleadas para el descubrimiento de nuevos metabolitos secundarios. Por un lado,
expresar clusters cripticos de diferentes especies de Streptomyces esta permitiendo descubrir nuevos
metabolitos secundarios, ya que muchos de esos genes no se encuentran activos en las condiciones
de cultivo de la especie original, y su introduccion en otras puede activar su expresion. Por otro,
introducir clusters biosintéticos en otras especies también puede modificar la produccion de
metabolitos secundarios de la cepa huésped. Se ha visto que la introduccion del cluster de
tienamicina de S. cattleya en S. albus modifica su produccion de metabolitos secundarios (Brafia et
al., 2014), de tal manera que aunque no sintetiza dicho antibidtico, S. albus produce nuevos
metabolitos como las paulomicinas A y B utilizadas en clinica frente a Chlamydia,
tetrametilpirazina usada en tratamientos de enfermedades cardiovasculares, proteccién pulmonar y

fibrosis quistica y dihidro-p-agarofurano, con actividades antitumoral, anti-VIH e inmunosupresora.
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Por lo tanto, otros analisis y experimentos se requieren para conocer a qué corresponden y cuél es el

origen de esos picos.

En cuanto a la ausencia de produccion de estaurosporina, existe la posibilidad de que los
medios seleccionados no sean los idoneos para que la ruta se exprese normalmente, al estar
entrando en juego alguno de los muchos reguladores existentes en S. coelicolor que afecte
negativamente a la produccion de este compuesto.

No obstante, hay que indicar que en trabajos previos (Santamaria, 2013) se tratd de expresar
la ruta del antibiotico rebecamicina sin conseguir que se produjera en ninguna de las cepas
seleccionadas. La estaurosporina y la rebecamicina son dos indolocarbazoles que comparten una
misma estructura principal. Esto tal vez indique que en ambos casos la ruta esta bloqueada de una
manera similar, que podria ser extensible a otros indolocarbazoles, por lo que encontrar la manera
de desbloquear dichas rutas podria ser de gran interés a la hora de expresar otras rutas en estas

cepas.

El hecho de expresar rutas de determinados compuestos en otro organismo puede producir
que como hemos visto los compuestos no se produzcan o no lleguen a su producto final, por lo que
para poder implementar la produccion de un compuesto en concreto posiblemente se necesitaran
estudios en mayor profundidad vy, tal vez, otras modificaciones. En futuros proyectos del grupo se
continuara trabajando con cepas que ademas carezcan de las rutas de antibioticos endégenos mas
importantes, hecho que aparte de haber mostrado que afecta positivamente a la produccion (Gémez-
Escribano y Bibb, 2011) posiblemente evite interacciones indeseadas con otros compuestos

enddgenos.
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CONCLUSIONES

1. Los fenotipos mostrados por los mutantes AdabrAl y AabrA2 se deben a la delecién de dichos
genes y no a efectos polares.

2. La introduccion de vectores en el sitio ®C31 causa una fuerte disminucion en la produccion de
antibidticos.

3. La cepa dabrA1/A42 duplica la produccién heterdloga de tetracenomicina C con respecto a la cepa
silvestre.

4. El mutante dabrA2 presenta un aumento del 50% de la produccion de tetracenomicina C con
respecto a la cepa silvestre.

6. El antibidtico eloramicina no se produce en ninguna de las cepas en las condiciones
seleccionadas en este estudio.

7. El antibiotico estaurosporina no se produce en las condiciones seleccionadas.

8. El mutante dabrA1/42 con la ruta de la estaurosporina produce una serie de compuestos no
identificados.
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