Tabla de Contenido

TS o= e [ T U] = P XV
Lista de Tablas ....ooueiiiiiii XVii
1 INtrOdUCCION oot 1
1.1 SaliniSPOra trOoPIiCa ....c.uiue it aneennes 2
1.2 Produccion de Salinosporamide A .....coviiiiiiiiiiiiir e raenaenaeneeeas 4
1.3 Ingenieria Genética y Metabdlica de Salinispora spp. .........ccvvvveenen. 5
1.3.1 Biosintesis dirigida.......cccovuiiiiiiii i 5
1.3.2 Cluster de genes biosintético de salinosporamida ...................... 6
1.3.3 Herramientas moleculares........ccoooiiiiiiiiii 9

1.4 Eliminacion racional de genes ......ccoiiiiiiiiiiiiiiiic e 10
1.5 Modelo a escala gendmicCa .....ccvvviiiiiiiiiiii i 11

7 o T o o) /L] 13 13
3 ObBJEEIVOS e 13
3.1 ODbjetivo General ... 13
3.2 Objetivos eSPeCifiCoS .uiiiuiiiiiiiiiii i e 13
4 Parte I Crecimiento de Salinispora tropica y determinacion de
Y] [T g Lo ] 0To] =] 2 41T £= T S 15
0 B N o i oY [UTolol o o H PP 15
4.1.1 Estudios de sensibilidad de la cepa a antibidticos..................... 16
4.1.2 Determinacién de Salinosporamida A. .....cocvveiiiiiiiiiiiiiieeene, 16

v N 1< o Yo [o] Lo Yo | = S 17
4.2.1 Medios de CUILIVO ...vuiiiiiii e eaens 17
4.2.2 ANtibDIOtICOS 1uiviiii i 19

XI



G T O =T o - PR 19

4.2.4 REACKIVOS ..etiiiiiiiiiii i s 19
4.2.5 Condiciones de CUltiVO ......cciieiiiiiiiii e 19
4.2.6 Extraccién y determinacion de metabolitos secundarios ........... 20
4.3 ResUltados Y DiSCUSION ...ttt rere e asenaenarneeneeens 21
4.3.1 Ensayos de sensibilidad en Salinispora tropica ................cc...... 21
4.3.2 Crecimiento de Salinispora tropica en medio complejo Al......... 22
4.3.3 Crecimiento de Salinispora tropica en medios minimos............. 23
4.3.4 Determinacién de Salinosporamida A en medios de cultivo ....... 25

4.3.5 Determinacién de Salinosporamida A producido en medios minimos

28
Parte II Delecidon Racional de GENES ......ccvviviiiiiiiiiiiiiiiir e ieneea 31
5.1 INtrodUCCION .iuiiit i 31
5.1.1 Mineria gendmica de Salinispora tropica.............cccccouviiiinnnennnn 32
5.1.2 Modificaciones genéticas realizadas en Salinispora................... 34
5.2 Metodologia oo e 36
5.2.1 Materiales ..o 36
5.2.2 Métodos generales de Biologia molecular ..........ccccovieiiiiiinnn. 36
5.2.3 Modificaciones genétiCas ......ovieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e e eeaas 36
5.3 ResUltados Y DiSCUSION . ....iuiitiiiitiiitiii et eae e eae e eaeneans 39
5.3.1 Determinacién de sitios de Delecion.........cccveviviiiiiiiiiniiiiennnnnn. 39
5.3.2 Generacidn de cebadores ......cooviviiiiiiiiiii 39
5.3.3 Construccion de vectores de transformacion ..............cccceeunenen. 41
5.3.4 Transformacidn ET12567/pUZ8002.......ccceveiiiuiniiiieininieienennnns 45
5.3.5 Conjugacion de SaliniSPOra........cuuueiiiiieiieiieieeieerenenns 45

XII



5.3.6 Produccion Salinosporamida A en cepas conjugadas ................ 47

6 Parte III Uso de Modelos a Escala Gendmica (GSM).....cvvvvvvvivvinnnnnnenn. 49
6.1 Analisis con el Modelo a Escala Gendmica........coovviviiiiininiiiinennnn. 49
6.2 Pruebas con el modelo a escala gendmica ........cccvvviiiiiiiiiiiiinnnnns. 50

6.2.1 Predicciones sobre la produccion de Salinosporamida A............ 50

6.2.2 Integracion de datos cuantitativos y generacién de modelo

MINIMIZAAO 1.t e nes 51
6.2.3 Evaluacion de predicciones del Modelo a Escala gendmica ........ 51
6.2.4 EQUIPOS Y PrOGramas .uuuiueeeirinnesssnnneessannesssannnssssnnnssssnnsssssnnes 53
6.2.5 Configuracion del EQUIPO: ...ccciiiiiiii e 53
6.2.6 Procedimiento: ....ooiiiiiiiii i 54
6.2.7 Métodos de Ingenieria Metabdlica........cocvvvvviiiiiiiiiiiiiieen, 56

6.3 Resultados ¥ DiSCUSION.....ciuii it e nae e 58
6.3.1 antextualizacic’m de modelos y produccién de Salinosporamida A

5

6.3.2 Integracion de datos al modelo a escala genémica .................. 61
6.3.3 Evaluacién in-silico de modificaciones genéticas..............c....... 65

/2 O g [of V=] o o 1T 72
8  Bibliografia.....cciiiiiii i 74
T 1 82
Anexo I Reactivos y BUffers ....c.viiiiiii i e ae e 82
Anexo II Ensayos de Biologia Molecular .......ccocvvvviiiiiiiiiiiiiieneeee, 85
Ensayos de Sensibilidad a antibidticos Salinispora tropica CNB440 ...... 85
Determinacion de crecimiento de Salinispora tropica CNB-440............ 85
Método de aislamiento de cepa CNB-440 .........ccccueviiiiiiiiniininninnenen, 86

XIil



Extraccion de ADN GENOMUCO. .......uuieiieiieiieiieiteeeiteiteiteatensenaeneeneenes 86

PCR de colonias conjugantes de S. tropiCa .........cccviiiiiiiiiiiiiinennnnnn. 87
PCR para clonacion de fragmentos .........ccouuiiiiiiiiiiiiiiieiieieeeaeeaan, 88
Protocolo de conjugacion para Salinispora tropiCa ..........ccuevvevieriennnnn. 90

Obtencidn de dobles conjugantes y confirmacion de transformacion. ... 91
Anexo III Cepas, Vectores y Cebadores ....oovviviiiiiiiiiiiiiiii i i eans 93

Anexo IV Scripts de Matlab ....cvviiiiii e 95

XV



