UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS FiSICAS Y MATEMATICAS
DEPARTAMENTO DE INGENIERIA QUIMICA, BIOTECNOLOGIA Y
MATERIALES

INGENIERIA METABOLICA DE STREPTOMYCES LEEUWENHOEKII C34T, PARA
AUMENTAR LA PRODUCCION DE CHAXAMICINAS

TESIS PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTORA EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA,
MENCION INGENIERIA QUIMICA Y BIOTECNOLOGIA

ANETT RUBIO TORRES

PROFESOR GUIA:
JUAN ASENJO DE LEUZE DE LANCIZOLLE

PROFESORA CO-GUIA:
BARBARA ANDREWS FARROW

MIEMBROS DE LA COMISION:
IRENE MARTINEZ BASTERRECHEA
BERNARDO GONZALEZ OJEDA
MARIA ORIANA SALAZAR AGUIRRE

SANTIAGO DE CHILE
2023



RESUMEN DE LA TESIS PARA OPTAR AL GRADO DE
DOCTORA EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA, MENCION
INGENIERIA QUIMICA Y BIOTECNOLOGIA

POR: ANETT RUBIO TORRES
FECHA: 2023
PROF. GUIA: JUAN ASENJO DE LEUZE DE LANCIZOLLE

INGENIERIA METABOLICA DE STREPTOMYCES LEEUWENHOEKII C34", PARA
AUMENTAR LA PRODUCCION DE CHAXAMICINAS

La resistencia antimicrobiana (ARM) de los microorganismos patdégenos se incrementa
afo a afo, generando problemas de salud en la poblacion a nivel mundial. Para combatir
la ARM se necesita de manera urgente encontrar nuevos metabolitos especializados. La
cepa Streptomyces leeuwenhoekii C347, aislada desde el desierto de Atacama, produce
los compuestos chaxamicinas A-D los cuales han mostrado tener actividad antibiotica y
antitumoral. Para estudiar la produccion de los metabolitos especializados se ha
generado un modelo metabdlico a escala gendmica (GSM), VR1007.

Por otra parte, la produccién de metabolitos especializados por las cepas wild-type suele
ser ineficiente para obtener la cantidad requerida para producir los compuestos de
manera comercial. Es por esto que distintas técnicas de ingenieria metabdlica se han
usado para aumentar la produccion de dichos compuestos, como lo es |la sobreexpresion
de genes clave. En el caso de las chaxamicinas, estas son producidas en baja cantidad
por la cepa wild-type. Por estos motivos, en este trabajo, se evalud el efecto de
sobreexpresiones predichas por el GSM sobre la produccion de chaxamicinas por la cepa
S. leeuwenhoekii C34T. Los mutantes derivados de S./leeuwenhoekii C34T, que
sobreexpresan los distintos genes seleccionados fueron obtenidos utilizando técnicas de
clonamiento tradicionales. La cuantificaciéon por HPLC de la produccién de chaxamicinas
se llevo a cabo usando un estandar interno de rifampicina y determinando las condiciones
cromatograficas para obtener la separacion de los picos de los compuestos de interés.

En las muestras de sobrenadante se obtuvo un incremento en la produccién de
chaxamicinas en ocho de los nueve mutantes generados. El mutante que sobreexpresa
el gen sle11600 fue el mas efectivo en aumentar la produccion, cuantificandose un
aumento de 13.2 veces la produccion de chaxamicina A, mientras que la produccion total
se incrementd 6.6 veces. El gen sle771600 codifica para una transcetolasa asociada a
reacciones del ciclo de las pentosas fosfato y ademas a la produccién del precursor de
chaxamicinas, acido 3-amino-5-hidroxibenzoico (AHBA). Es asi como la sobreexpresion
de este gen podria estar asociada a un aumento del poder reductor y a la produccion de
AHBA. Las muestras de extractos micelares presentaron bajas concentraciones de
chaxamicinas en todas las muestras, incluido el wild-type. Finalmente, los incrementos
en la produccién detectados en los sobrenadantes se vieron reflejados en aumentos en
la actividad antibiotica contra Micrococcus luteus. Este trabajo demuestra la efectividad
de las sobreexpresiones predichas por el modelo metabdlico, VR1007, sobre el aumento
en la produccion de chaxamicinas.
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METABOLIC ENGINEERING OF STREPTOMYCES LEEUWENHOEKII C34T, TO
INCREASE CHAXAMYCIN PRODUCTION

Antimicrobial resistance (ARM) against pathogenic microorganisms increases every year,
leading to health issues in the world-wide population. There is an urgent need to find new
specialized metabolites to fight antimicrobial resistance. Streptomyces leeuwenhoekii
C34T strain, isolated from the Atacama Desert, produces chaxamycins A-D which have
shown antibiotic and antitumoral activities. A genome scale model (GSM), VR1007, has
been created to study the production of specialized metabolites by this strain.

On the other hand, the production of specialized metabolites by wild-type strains usually
does not fit commercial requirements. For this reason, different metabolic engineering
techniques had been employed to increase the production of those compounds, such as
overexpression of key genes. In the case of chaxamycins, they are produced in low
amounts by the wild-type strain. For these motives, the effect of overexpression predicted
by a GSM to increase chaxamycins production by S. leeuwenhoekii C34T, was evaluated
in this work. The mutants that overexpress different selected genes were obtained using
traditional cloning techniques. The quantification of chaxamycins was done by HPLC,
using a rifamycin internal standard and through determination of the chromatographic
conditions to obtain the separated peaks. mutants

Increased production of chaxamycins was obtained in eight out of nine of the generated
mutants. The mutant overexpressing the gene sle11600 was the most effective
augmenting the production, getting a 13.2 fold increment of chaxamycin A production,
while total chaxamycin production was of 6.6 fold than the wild-type. The gene sle11600
encodes for a transketolase associated to reactions of the pentose pathway and
production of the chaxamycin precursor 3-amino-5-hydroxybenzoic acid (AHBA).
Therefore, the overexpression of this gene could be related to an increase of reducing
power and AHBA production. The mycelial extract samples showed low chaxamycin
concentration, including the wild-type. Finally, the increased production detected in the
supernatant was related with higher antibiotic activity against Micrococcus luteus. This
work demonstrates the effectiveness of the overexpression predicted by the metabolic
model, VR1007, in increasing chaxamycin production.



A mis maravillosos padres

“Lo que caracteriza al hombre de ciencia no es la posesion del conocimiento o de
verdades irrefutables, sino la investigacion desinteresada e incesante de la verdad”

Karl Popper
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1. Introduccion

Productos naturales: definicion y clasificacion

Los productos naturales (NP, por sus siglas en inglés), también denominados metabolitos
secundarios o especializados, ejercen funciones fisioldgicas especificas y son producidos
o secretados por animales, plantas y microorganismos (Bérdy, 2005; Patridge et al.,
2016); existen definiciones mas precisas de NP, pero no siempre alcanzan un consenso.
La estructura molecular de los NP varia sustancialmente, lo que se refleja en el alto
porcentaje de estos metabolitos y sus derivados (30-66 %) (Pye et al., 2017; Mao et al.,
2018; Thomford et al., 2018).

Generalmente, se pueden clasificar atendiendo al modo en el que son sintetizados. En
muchos casos, estas moléculas se sintetizan utilizando compuestos que provienen del
metabolismo primario, por lo tanto, algunas de las categorias son definidas por el
metabolito primario utilizado (Adamek et al., 2018). De este modo, entre los metabolitos
secundarios podemos encontrar: moléculas de bajo peso molecular (<500 Da), como los
alcaloides, terpenos, glicosidos, compuestos aromaticos, etc.; moléculas de peso
molecular algo mayor, producidas por grandes estructuras moleculares a modo de fabrica
celular, donde se ubican los policétidos, productos de sintasas de acidos grasos, péptidos
no ribosomales y los hibridos de estos tres tipos de moléculas; y por ultimo se encuentran
las moléculas mucho mas grandes de tipo polimérico (por ejemplo: péptidos ribosomales,
polisacaridos, etc.) (Chan et al., 2009; Du & Lou, 2010).

Policétidos y enzimas policétido sintasas

Dentro de la clasificacion de NP, los policétidos son uno de los mas valiosos, ya que
constituyen una de las familias mas extensas y variadas de metabolitos secundarios y
son producidos por bacterias, plantas, hongos, protistas e incluso por animales, pero no
por arqueas (Cane et al., 1998; Hertweck, 2009; Mahajan & Balachandran, 2012). A pesar
de la gran diversidad en la estructura quimica de esta familia, presentan un patron comun
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de biosintesis, mediante la condensacién sucesiva de unidades de acil-CoA de cadena
corta, realizada por parte de las enzimas policétido sintasa (PKS, por sus siglas en
inglés).

Principalmente existen tres tipos de PKS, en funcion de su organizacion y del mecanismo
mediante el que se van afadiendo las unidades acil-CoA (Shen, 2003). Las PKS-I son
enzimas multifuncionales que se organizan en moédulos, cada uno de los cuales incluye
un conjunto de dominios de accion no iterativa, responsables de un ciclo de elongacion
de la cadena de policétidos. Las PKS-Il son complejos multienzimaticos que llevan un
unico conjunto de dominios iterativos. Por su parte, las PKS-lll son enzimas
homodiméricas que contienen dominios cetosintasa de accion iterativa (Pfeiffer and
Khosla, 2001; Risdian et al., 2019).

Productos naturales y su relacién con el metabolismo microbiano

La biosintesis de NP ocurre como parte del metabolismo microbiano, el cual se puede
dividir en dos tipos, primario y secundario. El metabolismo primario, esencialmente
idéntico en todos los seres vivos, engloba todo el conjunto de reacciones anabdlicas y
catabdlicas involucradas en el crecimiento, desarrollo y reproduccion del microorganismo
(Turner, 1973).

Por otro lado, el metabolismo secundario da lugar a los metabolitos que originalmente se
definieron como compuestos no esenciales para las actividades fisiologicas normales del
organismo productor, y sin una funcion aparente identificada. No obstante, estos
metabolitos confieren ventajas adaptativas que desempefian un papel importante en la
determinacion de la aptitud fisica de un individuo (Stone & Williams, 1992; Hodgson,
2000; Berdy, 2005). Este metabolismo coincide con la etapa de produccién de NP,
aunque la biosintesis de algunos de ellos ocurre en etapas muy tempranas de desarrollo,
coincidiendo con el metabolismo primario (Hiltner et al., 2015).

El metabolismo secundario se caracteriza por la presencia de vias biosintéticas
divergentes y generalmente especificas de cada especie o cepa (Doroghazi & Metcalf,
2013). Los genes implicados en estas vias, suelen agruparse en grupos de genes
biosintéticos (BGC, por sus siglas en inglés) en el genoma (Ochi & Hosaka, 2013; Belknap
et al., 2020). La mayoria de los BGCs no se han detectado experimentalmente y se los
denomina cripticos o silenciosos, ya que no se expresan en condiciones normales de
laboratorio (Scherlach & Hertweck, 2009; Lee et al., 2020).

Los BGC incluyen genes estructurales que codifican para enzimas biosintéticas, asi como
genes reguladores, de resistencia/transporte y de modificacion post-sintesis. La
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extension de estos puede ser de unas pocas kilobases (kb), hasta mas de 100 kb (Fisch,
2013; Zarins-Tutt et al., 2016; Martin & Liras, 2021).

La regulacion del metabolismo secundario se ha considerado tradicionalmente jerarquica.
En este sentido, los niveles mas altos (mediados por reguladores globales o pleiotropicos)
controlan el desarrollo y el metabolismo secundario, y los niveles mas bajos regulan la
produccion de un metabolito secundario especifico. Estos mecanismos interactuan entre
si a diferentes niveles, siendo una regulacion bastante flexible y a veces difusa. Asi, mas
que una jerarquia, deberiamos hablar de una red regulatoria muy compleja (Huang et al.,
2005; Liu et al., 2013).

La regulacion se ejerce a nivel traduccional y postraduccional, también puede estar
mediada por ARNs pequefios no codificantes (Hoe et al., 2013), degradacion de proteinas
y epigenética (Salerno et al., 2009). En muchos casos existe regulacion cruzada, lo que
hace mas complejo este fenomeno (Igbal et al., 2012).

Importancia y aplicaciones de los productos naturales: antibiéticos

Cerca de la mitad de todos los metabolitos microbianos conocidos exhiben algun tipo de
actividad bioldgica, siendo esta de amplio espectro, si se considera la diversidad de sus
estructuras quimicas (Bérdy, 2012; Patridge et al., 2016; Matsumura et al., 2018).

Las aplicaciones de los NP han contribuido sustancialmente al tratamiento y cura de
muchas enfermedades, por ejemplo, enfermedades infecciosas, metabdlicas,
inmunoldgicas, neoplasicas, cognitivas y psiquiatricas (Gomez-Pinilla & Nguyen, 2012;
Hwang et al., 2014; Chang & Kim, 2019). Los NP son los recursos mas importantes para
desarrollar nuevos compuestos en la farmacologia moderna (Mirza et al., 2015; Newman
& Cragg, 2016; Khalifa et al., 2019); de hecho, en el periodo de enero de 2020 a febrero
de 2022 se han reportado 18 programas clinicos derivados o relacionados con los NP
(Pye et al., 2017; Mao et al., 2018; Thomford et al., 2018).

Desde el afio 1928, cuando Alexander Fleming descubrid la existencia de la penicilina,
producida por el hongo Penicillum notatum (Fleming, 1945), el descubrimiento y
desarrollo de los antibidticos para el tratamiento de las infecciones causadas por
bacterias, se ha considerado uno de los mayores logros de la humanidad.

Historicamente, los NP microbianos han sido la fuente mas importante de compuestos
antibioticos. En los ultimos 40 afios, alrededor del 60 % de todas las nuevas entidades
quimicas en el campo de los antibacterianos se basaron o derivaron de NP (Patridge et
al., 2016; Newman & Cragg, 2020); sin embargo, entre los afios 2000 y 2020, solo se han
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introducido la daptomicina y la lefamulina como clases novedosas, como se evidencia en
la Figura 1 (Rossiter et al., 2017; Durand et al., 2019; Hutchings et al., 2019; Atanasov et
al., 2021).

La lefamulina, comercializada como Xenleta®, es el primer diterpenoide de la familia de
las pleuromutilinas que se usa en humanos (World Health Organization, 2021). La
lefamulina es eficaz contra las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas en la
neumonia bacteriana adquirida en la comunidad, denominada NAC (Paukner & RiedlI,
2017; Paukner et al., 2019).

Year of introduction W

Ansamycins
Macrolides
[ Chioramphenicols |
: *Oxazolidinones

*Sulfadrugs *Quinol: | S\reptograminsi [ Pleuromutilins \
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Year of discovery

Figura 1. Cronologia del descubrimiento de antibidticos. Se muestra: en la parte superior, afio
del descubrimiento y en la parte inferior: afio en que el primer miembro de la clase se introdujo
en la clinica. Los antibiodticos de amplio espectro se muestran en rojo. *Indica un compuesto
sintético. llustracion tomada de (Lewis, 2020).

Hoy en dia, mas de la mitad de todos los antibidticos conocidos (51 %) exhiben otras
bioactividades, en medicina, como citostaticos para el tratamiento del cancer (Newman &
Cragg, 2016), en la agricultura, como potentes herbicidas, insecticidas (Sparks et al.,
2019), promotores del crecimiento animal y en la acuicultura como compuestos anti-
incrustantes (Ahmed et al., 2011; Yue et al., 2014; Naveja et al., 2018; Dagan-Wiener et
al., 2019). De igual manera, se han utilizado significativamente en otras funciones, como
en la cosmética (Dunkel et al., 2008; Mahesh et al., 2019), y en el reciclaje de compuestos
organicos, la biorremediacién de agentes toxicos y metales pesados (Wink et al., 2017;
Joginder Singh & Ajar Nath Yadav, 2020).



La demanda de NP ha ido aumentando rapidamente debido a la reciente concienciacion
sobre las preocupaciones ambientales y de salud, con respecto al consumo de productos
sintetizados quimicamente. El descubrimiento de NP con nuevas propiedades quimicas
abre una gama de soluciones a diversos problemas médicos, asi como a la creciente
necesidad de un suministro seguro de alimentos a medida que la poblacién mundial, en
constante aumento, exige una productividad agricola eficiente y sostenible (Miethke et
al., 2021; Yang et al., 2022). Estos descubrimientos contribuiran a nuevos tratamientos
para enfermedades conocidas y nuevas, asi como al desarrollo de la biotecnologia y otras
ramas como la bioinformatica.

¢Por qué es necesaria la busqueda de nuevos antibiéticos a partir de
productos naturales?

Tras la era dorada de los antibioticos, los programas de screening para la busqueda de
compuestos antibacterianos naturales, con propiedades novedosas, decayeron. Como
resultado, en la actualidad tenemos una carencia en el pipeline de antibiéticos, lo que ha
dejado indefensa a la humanidad ante el inminente desarrollo de resistencias
antimicrobianas; donde los patdogenos conocidos ya no responden a un farmaco al que
originalmente eran sensibles (Singer et al., 2020; Thakare et al., 2020; Bernal et al.,
2022).

Dentro las ultimas décadas, el uso excesivo de antibioticos a nivel global, ha impulsado
la seleccion de bacterias patdgenas causantes de graves complicaciones en los
pacientes; la mayoria de estas infecciones no son tratables hoy en dia. Se estima que al
menos 700 000 personas en todo el mundo mueren cada afio como resultado de
infecciones resistentes a los medicamentos conocidos. Solo en el 2019, 1.27 millones de
muertes en todo el mundo se han asociado con la resistencia antimicrobiana (AMR, por
sus siglas en inglés) (Murray et al., 2022), cifra que podria aumentar hasta 10 millones
para el afio 2050 si no se aborda este problema (O’Neill, 2016; Wellcome Trust, 2019;
AMR Industry Alliance, 2020).

El numero anticipado de muertes causadas por infecciones resistentes a los
medicamentos en los proximos afios y décadas puede compararse con la tasa de
mortalidad global de Ila actual pandemia de SARS-CoV-2 (COVID-19)
(https://coronavirus.jhu.edu/) que ya ha dado lugar a inversiones multimillonarias en el
desarrollo de vacunas, la reutilizacién de farmacos existentes y el descubrimiento de
antivirales (Chen et al., 2020; Zhou et al., 2020).

Varios son los factores que han llevado al aumento de la resistencia a los antimicrobianos,
entre ellos, la prescripcion frecuente de antibidticos contra infecciones de caracter no
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bacteriano, como las infecciones virales; su uso no regulado; el incumplimiento por parte
de los pacientes; asi como al poco interés de las farmacéuticas en el descubrimiento y
desarrollo de nuevas terapias en los ultimos 30 afos, a medida que la cadena de valor
de nuevos productos antibacterianos se rompe en gran medida (Centers for Disease
Control U.S, 2019; Pacios et al., 2020; World Health Organization, 2021).

Otro aspecto de preocupacion, quizas pasado por alto en la pandemia de COVID-19 es
la gran cantidad de infecciones secundarias, a menudo asociadas con bacterias
multirresistentes, que se han observado especialmente en pacientes hospitalizados y en
aquellos con sistemas inmunoldgicos ya comprometidos (Chen et al., 2020; Zhou et al.,
2020). Asociado a este problema, se encuentra el uso masivo de antibidéticos como
(co)tratamiento de COVID-19 en todo el mundo (Baron et al., 2020; Rawson et al., 2020;
Sodhi & Etminan, 2020; Yates et al., 2020), lo que se prevé que tribute al incremento de
la AMR (Bengoechea & Bamford, 2020; Buehrle et al., 2020; Huttner et al., 2020).

Dado lo anterior, la AMR fue declarada por la Organizacién Mundial de la Salud (WHO,
por sus siglas en inglés) como un problema critico de salud publica a nivel mundial, si
queremos preservar la salud humana y animal (World Health Organization, 2020). La lista
de patdégenos prioritarios para el desarrollo de antimicrobianos propuesta por la WHO
incluye 12 bacterias, algunas de las cuales han llegado al borde de no disponer de
antimicrobianos adecuados para su control (Tacconelli et al., 2018). A pesar de los
argumentos expuestos, si bien el problema de la AMR ya alcanzé dimensiones globales,
la inevitable propagacion y aparicion de resistencia se encuentra solo en sus primeras
fases (O’Neill, 2016; Boston Consulting Group, 2022).

Streptomyces como productor de productos naturales

Actinobacteria es uno de los filos mas grandes y diversos en su dominio (Bergey, 2012),
en el que se ubica el género Streptomyces, formado por bacterias Gram-positivas, con
un alto contenido de G+C en su ADN (Hopwood, 2006). Ademas, se caracterizan por un
ciclo de vida complejo, durante el cual forman micelios filamentosos, hifas aéreas y
esporas conidiales (Goodfellow & Williams, 1983; Chater, 1993).

Los estreptomicetos tienen capacidades metabdlicas unicas, lo que les permite sobrevivir
en ambientes con nutrientes limitados y también juegan un papel importante en el
intercambio de carbono y nitrégeno, descomponiendo la materia organica. También
tienen la capacidad de hidrolizar una amplia gama de polisacaridos y polimeros organicos
que forman complejos insolubles A la ventaja ecoldgica que poseen al producir una
amplia bateria de enzimas, se suma la capacidad de sintetizar una importante gama de
metabolitos secundarios con diversas bioactividades (Chater et al., 2010; Bérdy, 2012).
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Entre los 23 000 metabolitos bioactivos provenientes de microorganismos, se reportan
alrededor de 10000 sintetizados por actinobacterias. Entre las actinobacterias,
solamente el género Streptomyces aporta aproximadamente 7 600 compuestos con la
capacidad de suprimir patdgenos multirresistentes y con otras propiedades
farmacéuticas, incluyendo a varios productos clinicos de gran relevancia, como
antibioticos, medicamentos contra el cancer y la obesidad (Balachandran et al., 2016;
Newman & Cragg, 2016; Girdo et al, 2019). Adicionalmente, el uso de cepas de
Streptomyces para la produccion de compuestos valiosos a escala industrial se ha
establecido durante décadas (Chater, 2006), comenzando con el uso de Streptomyces
griseus para producir el antibiético estreptomicina en entornos industriales (Quinn et al.,
2020).

Pese a lo mencionado, sigue sin estar clara la regulacion de las redes metabdlicas de
produccion de antibidticos en este género, lo que dificulta la generacion de drogas finales,
a partir de los metabolitos aislados (McCormick & Flardh, 2012). En Streptomyces, la
biosintesis de la mayoria de estos compuestos esta mediada por BGCs, incluyendo las
PKSs de tipo modular y las sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPSs, por sus siglas
en inglés) (Salwan & Sharma, 2020).

En contraste a lo anterior, avances en los enfoques basados en mineria de genomas han
demostrado que, el 90 % de los BGCs en Streptomyces son silenciosos o cripticos en
condiciones de crecimiento de laboratorio estandar, lo que inhibe la produccion de
antibioticos y sugiere que se ha subestimado la capacidad de los estreptomicetos de
producir metabolitos secundarios (Rebets et al., 2014; Ziemert et al., 2016; Mao et al.,
2018).

En cada especie de Streptomyces, existe un potencial genético para producir, en
promedio, mas de 30 metabolitos secundarios, que varian entre especies (Omura et al.,
2001; Bentley et al., 2002). Cabe destacar que este género es uno de los mas grandes,
contando con mas de 1100 especies, segun la base de datos de taxonomia
del LPSN (List of Prokaryotic names with Standing in  Nomenclature)
(http://www.bacterio.net/streptomyces.html). Por lo tanto, decenas de miles de BGCs
permanecen sin descubrir y el género Streptomyces aun tiene gran importancia como
reservorio dominante para el descubrimiento de nuevos metabolitos secundarios (Bentley
et al., 2002).



Ambientes extremos como estrategia para la busqueda de nuevos
productos naturales: desierto de Atacama y Streptomyces

A pesar del elevado numero de NP encontrados hasta la fecha y utilizados clinicamente,
el aumento de microorganismos multirresistentes ha provocado la disminucion e incluso
la ineficacia de los medicamentos derivados de los NP. Debido a esto, en el mundo
cientifico existe una urgente necesidad de disefiar estrategias rapidas y efectivas para el
descubrimiento de nuevos compuestos con potencial terapéutico (Liu et al., 2018).

En este sentido, una de las principales estrategias para descubrir nuevas estructuras
quimicas ha sido la deteccién de nuevos microorganismos en habitats descuidados e
inexplorados, en particular la extremobiosfera. Esta idea se bas6 en una hipétesis que
sugeria que aquellos microorganismos que viven de forma 6ptima en condiciones
extremas (extremofilos) deberian poseer nuevas propiedades quimicas y metabdlicas, lo
que impulsaria la biotecnologia innovadora en la busqueda de soluciones a los problemas
actuales (Pidot et al., 2014; Guo et al., 2015; Rateb et al., 2018).

Dentro de los biomas extremos, los mas investigados han sido los hipertérmicos, los de
aguas profundas y los crioambientes. Entre los afios 2010-2018, microorganismos
taxonomicamente diversos, extremofilicos y extremotolerantes, han sido la fuente de
cerca de 200 nuevos metabolitos especializados (Sayed et al., 2020). Desde hace
algunos afnos los desiertos no polares, que representan alrededor del 20 % de la masa
terrestre del planeta, han despertado el interés de los microbidlogos (Laity, 2009;
Sivalingam et al., 2019; Sayed et al., 2020), ya que una amplia variedad de estudios de
bioprospeccion ha demostrado una importante diversidad microbiana en ellos (Kurapova
et al., 2012; Tiwari et al., 2015; Bull et al., 2018; Ouchari et al., 2019).

El desierto de Atacama en el norte de Chile, designado como ‘el limite seco de la vida
microbiana’, se ha convertido en el representante mas atractivo y estudiado de los biomas
extremos (Bull & Asenjo, 2013; Bull et al., 2016; Bull & Goodfellow, 2019). Dentro de la
vida microbiana encontrada, el phylum Actinobacteria ha sido el mas estudiado (Okoro et
al., 2009, 2010; Crits-Christoph et al., 2013; Busarakam et al., 2016), incluyendo
miembros de los géneros conocidos, asi como representantes de los taxones "raros"
Amycolatopsis (Tang et al., 2016; Adamek et al., 2018), Lentzea (Nouioui et al., 2018),
Micromonospora (Carro et al., 2018, 2019), Nonomuraea (Nouioui et al., 2018) y
Salinispora (Jensen, 2016). Este bioma en particular ha sido fuente de nuevas especies
de Streptomyces (Santhanam et al., 2012, 2013; Busarakam et al., 2014; Li et al., 2019).

Streptomyces ha sido la principal fuente de compuestos microbianos bioactivos aislados
de muestras de los diferentes sitios del desierto de Atacama (Rateb et al., 2011a; Schulz
et al., 2011; Bull & Goodfellow, 2019). Hasta el 2018 se han reportado 46 NP de nuevas
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especies aisladas de actinobacterias filamentosas extremofilicas y extremotolerantes
provenientes de diferentes sitios del desierto de Atacama, para lo cual se han utilizado
diferentes enfoques de bioprospecciéon. Estos metabolitos secundarios abarcan
diferentes clases quimicas (alcaloides, péptidos, policétidos, macrolidos y terpenos) con
actividades antibacterianas, antivirales y citotoxicas (Idris et al., 2017; Goodfellow et al.,
2018; Rateb et al., 2018).

Streptomyces leeuwenhoekii C34T

S. leeuwenhoekii C34" fue aislado de la Laguna Chaxa, Salar de Atacama en el desierto
de Atacama (Okoro et al., 2009). La primera secuenciacion parcial del genoma de esta
cepa se llevd a cabo en 2014 (Busarakam et al., 2014). Un afo despueés, se reportd un
genoma de S. leeuwenhoekii C34T de alta calidad y no fragmentado, obtenido mediante
tecnologias de secuenciacion masiva (Gomez-Escribano et al., 2015). El analisis in silico
posterior predijo la presencia de 35 BGCs (34 en el cromosoma lineal y uno en el
plasmido extracromosomico pSLEZ2). Casi la mitad de estos BGCs codifican para PKS,
NRPS o hibridos PKS/NRPS.

S. leeuwenhoekii C34 tiene un alto potencial biotecnoldgico, ya que se ha demostrado
que 27 de los 35 BGCs predichos para esta cepa, estan involucrados en la sintesis de
metabolitos especializados desconocidos, por lo tanto, posibles nuevos compuestos
(Gomez-Escribano et al., 2015; Razmilic et al., 2018). La produccion de varios de estos
metabolitos se confirmé a partir de analisis de cromatografia liquida de alta eficacia
acoplada a espectrometria de masa (HPLC-MS/MS, por sus siglas en inglés), combinada
con espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas en inglés),
destacandose por su novedad, las chaxamicinas y chaxalactinas (Rateb et al., 2011b,
2011a).

Chaxamicinas y chaxalactinas

Las chaxamicinas son cuatro policétidos macrociclicos de tipo ansamicina,
identificados mediante el uso de mineria gendmica y el uso del gen que codifica el
acido 3-amino-5-hidroxibenzoico (AHBA) como objetivo de los analisis. La evidencia
experimental mostré que las chaxamicinas exhibieron una potente actividad
antibacteriana, incluso contra un panel de aislados clinicos de Staphylococcus aureus
resistentes a la meticilina. Ademas, tienen un efecto antitumoral prometedor, al inhibir la
actividad ATPasa intrinseca de la proteina humana de choque térmico Hsp90 (Rateb et
al., 2011a).


https://es.wikipedia.org/wiki/Resonancia_magn%C3%A9tica_nuclear

Los genes del BGC de biosintesis de S. leeuwenhoekii C34" se estudiaron utilizando
enfoques computacionales basados en el genoma y en la expresion heterdloga en
Streptomyces coelicolor (Castro, 2015; Castro et al., 2015). Por otro lado, la aplicacion
del enfoque una cepa-muchos compuestos (OSMAC, por sus siglas en inglés) a esta
cepa, dio como resultado la produccion de tres compuestos, las chaxalactinas,
pertenecientes al grupo de policétidos de tipo macrolactonas de 22 miembros. Este tipo
de estructura es bastante rara en la naturaleza, representada por muy pocos compuestos.
Las chaxalactinas muestran una fuerte actividad contra cepas Gram-positivas y deébil
contra las Gram-negativas (Rateb et al., 2011b). La ruta biosintética de las chaxalactinas
se propuso bioinformaticamente en un estudio anterior (Castro, 2015).

Ademas de las chaxalactinas, bajo el enfoque OSMAC, S. leeuwenhoekii C34" fue capaz
de producir el sideréforo microbiano conocido, desferrioxamina E, el antibidtico
aminoglucosido higromicina A (o totomicina) y su congénero 5"-dihidrohidroglicina A
(Rateb et al., 2011b, 2011a) .

Modelos a escala genémica de Streptomyces spp.

El modelado metabdlico a escala del genoma es un enfoque matematico que permite
estudiar los flujos metabdlicos y los fenotipos de una célula, bajo una plétora de
perturbaciones nutricionales/genéticas/regulatorias (Lopez-Agudelo et al., 2017; Tiukova
et al., 2019; Gutierrez et al., 2020). Esta plataforma matematica, junto con la integracion
de datos Omicos (gendmica, transcriptomica, protedmica, metabolémica, etc.) ha
demostrado ser util para guiar los esfuerzos experimentales y dilucidar los mecanismos
que afectan los fenotipos en diferentes tipos de células (Kleessen et al., 2015; Greenhalgh
et al., 2019; Hastings et al., 2019; Baloni et al., 2020).

Los GSMs contienen el conocimiento bioquimico de una célula a través de la formulacion
de balances de masa por metabolitos y la asociacidn existente entre genes,
proteinas/enzimas y reacciones (Bordbar et al., 2014). El balance de masa en estado
estacionario es la formulacibn matematica que permite calcular los flujos de las
reacciones en distintas condiciones nutricionales. Los balances de masa se representan
en una matriz estequiométrica multiplicada por un vector desconocido de velocidades de
reaccion (flujos de reaccion), configurando un problema de programacion lineal con una
funcién objetivo basada en algunos criterios de evolucion como la maximizacion del
crecimiento o el rendimiento de produccion de energia (Feist & Palsson, 2010).

Bajo esta consideracion, las células in silico utilizan la mayoria de los nutrientes
disponibles para crecer como se espera que ocurra bajo las condiciones bioldgicas
apropiadas (Thiele & Palsson, 2010). Este enfoque es ampliamente conocido como
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analisis de balance de flujos y se usa ampliamente para estudiar el metabolismo celular
en muchas areas de investigacion (Gianchandani et al., 2010; Orth et al., 2010).

El estudio de los flujos metabdlicos ha permitido determinar la comunicacion existente
entre el metabolismo primario y secundario a nivel de sistemas, lo que ha permitido la
prediccion de objetivos de ingenieria metabdlica para redirigir los flujos metabdlicos
primarios hacia la produccion de los compuestos de interés, especificamente NP, como
los antibioticos (Mohite et al., 2019).

En los ultimos afios se ha expandido sustancialmente el uso de GSMs para estudiar la
comunicacion existente entre el metabolismo primario y secundario a nivel de sistemas,
lo que ha permitido la prediccion de objetivos de ingenieria metabdlica para redirigir los
flujos metabdlicos primarios hacia la produccion de los compuestos de interés,
especificamente productos naturales, como los antibioticos (Mohite et al, 2019).
(Palazzotto et al., 2019)

Los GSM son reconstruidos iterativamente, donde los modelos iniciales deben ser
refinados/curados por usuarios expertos. Este proceso implica la extraccion de
estequiometrias de reaccion y la reversibilidad de las bases de datos bioquimicas
especificas del organismo, como BioCyc (Caspi et al., 2016; Karp et al., 2019), KEGG
(Kanehisa & Goto, 2000; Kanehisa et al., 2017), BIGG (Schellenberger et al., 2010;
Norsigian et al., 2020), y BRENDA (Barthelmes et al., 2007) o el uso de herramientas,
como Pathway Tools (Karp et al., 2002, 2016), ModelSEED (DeJongh et al., 2007), KBase
(Arkin et al., 2018) and Car-veMe (Machado et al., 2018), que toman una secuencia o un
genoma anotado para reconstruir automaticamente el modelo inicial.

Desde la creacion de la primera reconstruccion metabdlica a escala genomica en 1999
(Edwards & Palsson, 1999), el desarrollo y reconstruccion de GSMs se ha establecido
como uno de los principales enfoques in silico para simular el comportamiento de un
sistema bioldgico a nivel metabdlico y asi comprenderlo mejor (Mohite et al., 2019; Frioux
et al., 2020). Se han desarrollado reconstrucciones GSM para 6239 organismos (5897
para bacterias) (Gu et al., 2019), que han sido posible gracias a una mayor secuenciacion
de genomas completos de alta calidad y avances en las tecnologias émicas (Wook lee et
al., 2012; McCloskey et al., 2014; Pacheco et al., 2019; Penalver Bernabé et al., 2019),
redes de anotacion gendmica y herramientas computacionales dedicadas a estudiar las
reacciones que gobiernan el metabolismo de un organismo, como maching learning
(Kavvas et al., 2020; Kim et al., 2021).

Considerando que Streptomyces continua siendo una de las principales fuentes para la
obtencion de NP, con una amplia gama de aplicaciones, se han desarrollado varios GSM
para miembros de este importante género. A partir de 2018, los GSM estaban disponibles
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para ocho especies de Streptomyces. Algunos de estos modelos se han reconstruido
repetidamente, como los de S. coelicolor (Borodina et al., 2005; Alam et al., 2010; Kim et
al., 2014; Amara et al., 2018), Streptomyces clavuligerus (Medema et al., 2010; Toro et
al., 2018; Zorro-Aranda et al., 2022), Streptomyces lividans (D’huys et al., 2012; Valverde
et al., 2018) y Streptomyces tsukubaensis (Huang et al., 2013a; Wang et al., 2017b). A
continuacion, se comentan brevemente algunos ejemplos del uso de GSM para obtener
NPs.

Ademas de los mencionados anteriormente, para el principal organismo modelo del
género, S. coelicolor, se han reportado otras reconstrucciones de GSMs (Wang et al.,
2018; Kumelj et al., 2019; Sulheim et al., 2020). Estos modelos se han utilizado para
identificar genes blancos de sobreexpresion y delecidn, que han resultado en una mayor
produccion de los antibidticos pigmentados actinorrodina y undecilprodigiosina (Borodina
et al., 2008; Kim et al., 2014). En esta especie, los GSMs han permitido la descripcion de
rutas biosintéticas de mas de 17 metabolitos secundarios (Mohite et al., 2019) y se han
utilizado con frecuencia para el desarrollo de GSMs de cepas estrechamente
relacionadas, como Streptomyces roseosporus (Huang et al., 2012) y S. clavuligerus
(Toro et al., 2018).

Para Streptomyces albus J1074 también se desarrolld6 un GSM, lo que permitio la
identificacion de varias dianas de sobreexpresion, con el objetivo de incrementar la
produccion de los metabolitos especializados aulomicina, antimicina y candicidina. De las
dianas predichas, tres se asociaron con la ruta de las PP, responsables de la
disponibilidad del intermediario eritrosa 4-fosfato, que junto con el fosfoenolpiruvato de la
ruta glucolitica es el precursor directo del primer paso de la ruta del shikimato, a través
de la 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP) sintasa. La mayor actividad de
la ruta del shikimato beneficia la produccion de los metabolitos de interés, ya que cada
uno de los objetivos cuenta con corismato entre sus precursores (Kittikunapong et al.,
2021).

Una alternativa para la mejora de las cepas microbianas productoras de metabolitos
secundarios mediante la identificacion de objetivos de ingenieria metabdlica, ha sido la
incorporacion de una herramienta de optimizacién de cepas basada en transcriptémica
en los GSM (Bordbar et al., 2014; Saha et al., 2014; Kim et al., 2016). En Streptomyces
ambofaciens, tSOT se ha aplicado como un enfoque para caracterizar el panorama
metabdlico de esta cepa, permitiendo la identificacion de posibles objetivos de ingenieria
metabdlica para la sobreproduccién de espiramicina. La evaluacion experimental de uno
de estos objetivos mostré6 que la productividad de la espiramicina puede aumentar
considerablemente al mejorar el flujo de carbono a través de la ruta metabdlica de
etilmalonil-CoA (Fondi et al., 2017). En S. coelicolor, los mutantes que sobreexpresan
genes blancos, identificados mediante tSOT, como la ribulosa 5-fosfato 3-epimerasa vy la
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enzima malica dependiente de NADP mostraron aumentos de 2 y 1.8 veces en la
produccion de actinorrodina, respectivamente (Kim et al., 2016).

Otro ejemplo de streptomycetes para el que se ha construido un GSM es Streptomyces
hygroscopicus ATCC 29253, con el fin de mejorar la produccién de rapamicina, ya que la
cepa wild-type produce este compuesto con muy bajo rendimiento. La rapamicina es un
metabolito importante, ya que tiene actividad inmunosupresora, antifungica y antitumoral.
El estudio permitié la identificacion de cuatro genes blancos de delecion y 13 de
sobreexpresion. Debido a la inactivacidn y la co-expresion de dos de estos genes, el titulo
de rapamicina aumento un 142.3 %, en comparacion con la cepa original (Dang et al.,
2017).

Por otro lado, el importante inmunosupresor KF506 (tacrolimus) ha sido objeto de
considerables esfuerzos, destinados a optimizar la produccién industrial del mismo en
diferentes microorganismos (Jiang & Kobayashi, 1999; Husain & Singh, 2002; Webster et
al., 2005; Chen et al., 2012). El desarrollo de un GSM, simulado con un conjunto de
restricciones dinamicas para la generacion de biomasa, la captacion de glucosa y la
secrecion de iones de amonio y la produccion de tacrolimus, permitié la manipulaciéon
simultanea de varios objetivos de inactivacion y sobreexpresion de genes. La cepa mejor
disefiada produjo un 129.8 % mas que la cepa de tipo salvaje (Wang et al., 2017b). Otros
tres estudios reportan diferentes versiones de GSM para esta cepa (Huang et al., 2013a,
2013b; Wang et al., 2017a).

Del mismo modo, una reconstruccion de la red metabdlica, utilizando analisis de flujo
metabalico in silico en S. roseosporus predijo tres objetivos potenciales de ingenieria
genética para aumentar la produccion de daptomicina, un antibiotico lipopeptidico ciclico
acido, con amplia aplicacion en terapia clinica. El rendimiento de daptomicina aumentoé
un 43.2 % en la cepa modificada con respecto a la cepa parental (Huang et al., 2012).

Varios GSM de especies con gran potencial productivo estan pendientes de validacion
experimental. En S. clavuligerus, guiado por GSM, se llevo a cabo un disefio de cepas
para identificar dianas de sobreexpresion o delecion con el fin de maximizar la produccion
de acido clavulanico (Toro et al., 2018), que es un inhibidor de la B-lactamasa utilizado
clinicamente en combinacién con antibidticos B-lactamicos para tratar infecciones
causadas por bacterias productoras de B-lactamasa (Paradkar, 2013).

Teniendo en cuenta el continuo interés en los metabolitos secundarios, asi como los
avances en el desarrollo de algoritmos computacionales, se espera que el uso de GSM
siga aumentando en los proximos afnos. Este hecho podria contribuir a una situacion de
produccion competitiva de antibiéticos y otros metabolitos bioactivos.
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Modelo a escala genémica de Streptomyces leeuwenhoekii C347

Se desarrolld y validdo un GSM para S. leeuwenhoekii C34", denominado VR1007,
utilizando informacion experimental sobre el crecimiento en diferentes fuentes de
carbono, nitrégeno y fésforo; mostrando una precision del 83.7 %. El modelo se utilizé
para encontrar objetivos de ingenieria metabdlica no intuitivos que predijeran un aumento
en la produccion de precursores de metabolitos especializados.

De acuerdo con las predicciones del modelo, hay un numero significativo de genes diana
asociados con la produccidon de varios metabolitos especializados de interés. Algunos
blancos muestran una relacion directa con respecto a la produccion de cada uno de los
precursores, mientras que en otros esta relacion es indirecta (Razmilic et al., 2018).

A partir del GSM VR1007, se identificaron objetivos de sobreexpresion para aumentar la
produccion de chaxamicinas, chaxalactinas o hibridos PKS/NRPS, principalmente
asociados con la biosintesis de precursores de malonil-CoA o con la via de las PP.
Algunos de estos objetivos se centran en la sobreexpresion del complejo
acetilcarboxilasa (acc), cuya sobreexpresion ha demostrado ser muy util para lograr la
sobreproduccion de varios metabolitos especializados (Ryu et al., 2006; Maharjan et al.,
2010, 2012).

Dentro de la bateria de reacciones no directamente relacionadas con la produccion de
los precursores de interés, se encuentra por ejemplo, la sobreexpresion de los genes
sle41020y sle16220. El gen sle41020 aumenta la produccién de uridina difosfato glucosa
(UDP-glucosa) que puede convertirse en uno de los precursores de las chaxamicinas.
Por otro lado, la sobreexpresidon del gen sle16220 (que codifica para una anhidrasa
carbonica), produce un alto flujo de malonil-CoA, lo que genera una mayor producciéon de
chaxamicinas y chaxalactinas (Razmilic, 2017; Razmilic et al., 2018).

Otra diana de interés es el gen sle22940, cuya sobreexpresion predice un aumento en
los niveles de (R)-metilmalonil-CoA, un intermediario que es utilizado por el gen sle22570
para convertirse en (S)-metilmalonil-CoA. (S)-metilmalonil-CoA es un precursor
importante en la biosintesis de chaxamicinas y chaxalactinas, por lo que ambos genes
son objetivos previstos para la sobreexpresion. Por otro lado, la sobreexpresion de los
genes sle11600, sle56380 y sle66460 se asocid con un aumento de los intermedios de
la ruta de las PP. Esto contribuye a un aumento en la produccion de los metabolitos
chaxamicinas e hibridos PKS/NRPS en el caso de los genes sle11600, sle56380 y solo
chaxalactinas en el caso de sle66460 (Razmilic, 2017).

Ademas, el GSM VR1007 permitié obtener nuevos objetivos genéticos para knockouts,
que podrian utilizarse para mejorar la biosintesis de metabolitos especializados. Se
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detectaron genes knockouts que predecian una mayor produccion de chaxamicina A,
chaxalactina A e hibridos PKS/NRPS. Se observo que la delecidn del gen sle03600
produce un aumento en la disponibilidad de acetil-CoA, y en consecuencia, un flujo
mejorado hacia la produccion de chaxalactina A. Asimismo, el disefio de un doble
mutante, knockout de sle39090 y sle03600 predice un aumento de los flujos hacia la
produccion de AHBA, precursor clave para la biosintesis de la chaxamicina A (Razmilic,
2017).

Descripcion de la tesis

Basado en los antecedentes antes mencionados, este trabajo consistio en realizar
ingenieria genética de la cepa productora de metabolitos especializados Streptomyces
leeuwenhoekii C347, aislada del desierto de Atacama, para aumentar la produccion de
chaxamicinas. Esto se llevd a cabo utilizando técnicas tradicionales de biologia
molecular, para sobreexpresar genes claves de S. leeuwenhoekii C34T, predichos por un
modelo metabdlico. La producciéon de chaxamicinas fue cuantificada mediante HPLC,
usando un estandar de referencia interno. Para finalizar con la evaluacion de bioactividad
de las cepas recombinantes generadas frente a microorganismos indicadores.
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Hipotesis

El uso de herramientas de ingenieria genética en la cepa wild-type Streptomyces
leeuwenhoekii C34T, basadas en las predicciones del modelo metabdlico a escala del
genoma /NVR1007, aumentara la produccion de los metabolitos especializados
chaxamicinas.

Objetivos

Objetivo general:

Realizar ingenieria metabolica en Streptomyces leeuwenhoekii C34" para aumentar la
produccion de chaxamicinas.

Objetivos especificos:

1. Generar cepas recombinantes de Streptomyces leeuwenhoekii C34T que
sobreexpresen genes de interés, predichos por el modelo a escala gendmica
VR1007 mediante ingenieria genética.

2. Seleccionar las mejores condiciones de cultivo para la produccion de
chaxamicinas por los mutantes generados.

3. Desarrollar un meétodo cromatografico para la cuantificacion relativa de
chaxamicinas mediante HPLC.

4. Cuantificar la produccion de chaxamicinas mediante HPLC a partir del empleo de
un estandar interno.

5. Evaluar la bioactividad de los mutantes generados versus la cepa de Streptomyces
leeuwenhoekii C34" wild-type.
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2. Metodologia

21 Cepas bacterianas, condiciones de cultivo y procedimientos
generales

El cultivo de las cepas de Streptomyces y Escherichia coli se llevé a cabo de acuerdo a
los protocolos estandares descritos (Kieser et al., 2000) y (Sambrook, J. ; Fritsch, E. F.;
Maniatis, 1989), respectivamente.

La cepa parental C34" de S. leeuwenhoekii (cepa C34T = DSM 421227 = NRRL B-24963)
fue aislada de la laguna de Chaxa en el desierto de Atacama y obtenida de una coleccion
de cultivo del Prof. Michael Goodfellow (Universidad de Newcastle, Reino
Unido) (Busarakam, 2014) a partir de una colaboracion existente.

Escherichia coli DH5a fue usada como cepa receptora en los experimentos de sub-
clonamientos (Grant et al., 1990). La cepa deficiente de metilacion, E. coli
ET12567/pUZ8002 (MacNeil et al., 1992) fue usada como donadora en la transferencia
de los constructos generados a la cepa receptora S. leeuwenhoekii C34", mediante
conjugacion intergénica. E. coli ET12567/pUZ8002 permite propagar ADN sin metilar y
posee el plasmido pUZ8002 (Wilson, J. & Figurski, D, no publicado), el cual proporciona
la maquinaria requerida para la conjugacion (Kieser et al., 2000).

Las cepas de E. coli se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook, J. ; Fritsch, E.
F.; Maniatis, 1989) a 200 rpm o en placas a 37 °C. Los medios se suplementaron con
los antibidticos apropiados para la seleccidn, ya fuese apramicina (50 pg/ml) y/o
higromicina (80 pg/ml).

Las cepas de Streptomyces fueron cultivadas y mantenidas en medio harina de soja-

manitol (SFM, por sus siglas en inglés), conteniendo 2 % agar, 2 % manitol, 2 % polvo

de soja y ajustado a pH 7.2. Para generacion de esporas se siguio el protocolo descrito

en (Kieser et al., 2000), para lo cual la cepa wild-type y sus derivados fueron esparcidos

en placas con medio SFM, incubadas durante 4-5 dias a 30 °C, recolectadas vy filtradas
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con Miracloth (No. US1475855, Merck, Alemania). Los stocks de esporas fueron
preservados en glicerol 20 % a —-80 °C.

El medio de cultivo R3 (Shima et al., 1996) fue usado como caldo de produccién para las
cepas de Streptomyces. La composicidn del medio por litro de agua destilada es: 10 g
de glucosa, 5 g de extracto de levadura, 100 mg de acidos-casamino, 3 g de prolina, 10 g
de MgCl, 6H20, 4 g de CaCl, 2H20, 200 mg de K2S0O4, 50 mg de KH2PO4, 5.6 g de acido
N-tris (hidroximetil)metil-2-aminoetanosulfonico (TES) y 1 ml de solucion de elementos
trazas (Kieser et al., 2000) ajustado a pH 7.2 con NaOH. Todos los cultivos se realizaron
a 30 °Cya 200 rpm.

El medio de cultivo ISP2 modificado (ISP2m) también fue usado como caldo de
produccion para las cepas de Streptomyces. La composicion del medio por litro de agua
destilada es: 5 g de extracto de levadura, 4g de extracto de malta y 10 g de glicerol,
ajustado a pH 7.2 con NaOH (Shirling & Gottlieb, 1966). Todos los cultivos se realizaron
a 30 °Cya 200 rpm.

2.2 Seleccién y generacion de cepas recombinantes derivadas de
Streptomyces leeuwenhoekii C347

2.2.1 Estrategia general

Los objetivos genéticos para la generacion de mutantes que potenciaran la produccién
de chaxamicinas se seleccionaron a partir de simulaciones computacionales, en base al
GSM VR1007 de S. leeuwenhoekii C34" (Razmilic et al., 2018). Los genes elegidos para
sobreexpresion (Tabla 1) fueron amplificados y clonados corriente abajo de un promotor
constitutivo fuerte, en plasmidos integrativos.

Tabla 1: Lista de genes seleccionados para sobreexpresién, a partir de las predicciones del
modelo a escala genémica de Streptomyces leeuwenhoekii C34" (Razmilic et al., 2018)

Gene(s) Funcion propuesta Reaccion

UTP: a-D-glucosa-1-fosfato UTP + D-Glucosa 1-fosfato <=> Difosfato + UDP-
sle41020 -

uridililtransferasa glucosa
616220 Carbonato hidro-liasa (formadora HCOs + H* <=> CO; + HyO

de didxido de carbono)
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Continuacion Tabla 1: Lista de genes seleccionados para sobreexpresion, a partir de las
predicciones del modelo a escala gendmica Streptomyces leeuwenhoekii C34"(Razmilic et al.,

2018)
Gene(s) Funcion propuesta Reaccion
Proteina transportadora de ATP + Holo-[carboxilasa] + HCO3- <=> ADP +
sle39830 o S e .
1627560 carboxil-biotina: carbén-diéxido ortofosfato + Proteina transportadora de
ligasa (formadora de ADP) carboxil-biotina
Proteina transportadora de Acetil-CoA + Proteina transportadora de carboxil-
sle47660 carboxil-carboxibiotina: acetil- carboxibiotina <=> malonil-CoA + Holo-
CoA carboxitransferasa [carboxilasal]
sle27500 y Propanoil-CoA: carbén-diéxido  ATP + Propanoil-CoA + HCOsz <=> ADP +
Sle39830 ligasa (formadora de ADP) ortofosfato + (S)-metilmalonil-CoA
Sedoheptulose-7-fosfato: Sedoheptulosa 7-fosfato + D-gliceraldehido
sle11610 D-gliceraldehido 3-fosfato 3-fosfato <=> D-eritrosa 4-fosfato + pB-D-fructosa
gliceronatransferasa 6-fosfato
1622570 Metilmalonil-CoA epimerasa (R)-metilmalonil-CoA <=> (S)-metilmalonil-CoA
sle
(2S)-etilmalonil-CoA epimerasa  (2S)-etilmalonil-CoA <=> (2R)-etilmalonil-CoA
sle22g4p ~ (Ryrmetimalonil-CoA (R)-metilmalonil-CoA <=> succinil-CoA
CoA-carbonilmutasa
D-fructosa 6-fosfato: . ,
- - + D- -
sle11600 D-gliceraldehido-3-fosfato D-fructosa 6-fosfato + D-gliceraldehido 3-fosfato

. , <=> D-eritrosa 4-fosfato + D-xilulosa 5-fosfato
glicolaldehido transferasa

B-D-fructosa 6-fosfato:
D-gliceraldehido-3-fosfato
glicolaldehido transferasa

B-D-fructosa 6-fosfato + D-gliceraldehido 3-fosfato
<=> D-eritrosa 4-fosfato + D-xilulosa 5-fosfato

Sedoheptulose-7-fosfato:
D-gliceraldehido-3-fosfato
glicolaldehido transferasa

Sedoheptulosa 7-fosfato + D-gliceraldehido
3-fosfato <=> D-ribosa 5-fosfato + D-xilulosa
5-fosfato

Aminofructosa 6-fosfato + D-ribosa 5-fosfato <=>

T tol o .
ranscetolasa iminoeritrosa 4-fosfato + sedoheptulosa 7-fosfato

2.2.2 Amplificacion por PCR y secuenciaciéon

La amplificacion de los genes a sobreexpresar fue realizada a partir del ADN gendmico
de S. leeuwenhoekii C34" mediante PCR, usando Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase (New England Biolabs, EE. UU.); los dNTPs se utilizaron a una proporcién
de 30:70 (AT:GC). Para la purificacion de los fragmentos de ADN a partir de PCR o de
gel de agarosa fue empleado el GeneJET Gel Extraction kit (No. KO691, Thermo
Scientific™, EE. UU.). Los cebadores (Tabla 2 y 3) y constructos se disefiaron con el
software SnapGene v.4.3. La sintesis de los oligonucleotidos fue realizada por
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IDT (Integrated DNA Technologies) y las secuenciaciones de Sanger de rutina fueron
realizadas por Macrogen, Inc. (Corea del sur). El kit GeneJET Plasmid Miniprep (No.
K0502, Thermo Fisher Scientific™, EE. UU.) fue empleado como sistema de purificacion
del DNA plasmidial.

Tabla 2: Lista de cebadores utilizados para los clonamientos de los genes a sobreexpresar en
sus respectivos plasmidos de expresion.

Nombre Secuencia 5’ — 3’ Uso
OV1 gaaagcatatgatcactttgtcc Clonamiento de sle711670 en plJ10257
OV2 tttaagcttcttcgecttcttegt Elfi‘{glgrldo con Hindlll y Ndel) mediante
igasa
OV3  aggcatatgatcaccagectgctc Clonamiento de sle39830 en plJ10257
ov4 (digerido con Hindlll y Ndel) mediante
gggaagcttctttgtgttcctcggattcg N
igasa
OVs5  ftttcatatgactgattccatgctgacg Clonamiento de s/e22570 en pKAS1
OV6  aataagatatcaaccctaccggccecttt (digerido con EcoRV 'y Ndel)
OV7  gtctagaacaggaggccccaatgtccgagccggaagaact ((zili(;r:rlirgci)er:oondTVcslfl)z 752&:&5"&&3:‘
OV8 taatcactcgagatctcatactacagggggatgttgccegt Assembly
OV9 tagaacaggaggccccaatgcagcccctcatcgacaac ((;Ii(;r;?irg;er:oondzsgg6523::@"3?23;
OV10 (gttaattaatcactcgagatctcatcacagagcctcgaacgeg Assembly
OV11 tagaacaggaggccccaatgactcagtcccaccccag ((;Ii(;r;?irg(i)er:oondiljé eI;l 1£§Zi::t§|giiig;
OV12 (gttaattaatcactcgagatctcatcaacgttcgtccatctectcg Assembly
OV13 gtctagaacaggaggccccagtgcgcaaggtgctcat ((;Ii(;r;?irg(i)er:oondz;é el)2 752&:&3‘3&3:‘
OV14 gctcagccactcagtccttgatctcgcagat Assembly
Clonamiento de sle47660 en plJ12551
OV15 caaggactgagtggctgagcggctct
99ac19agi99e19ageds (digerido con Ndel) mediante Gibson
OV16 attaatcactcgagatctcatcacgagcgacgatcacc Assembly
OV17 gaacaggaggccccaatgagcacgcagaccgce ((;Ii(;r::irg(i)er:oondil;:j )1 122;::@ R(’;ggli
OV18 taatcactcgagatctcacactggcgatcggatcagec Assembly
OV19 gaacaggaggccccaatgaccgggtgcgacac ((;Ii(;r::irg(i)er:oon dl?lef)eznszZ?ane’)tz gﬁii
OV20 taatcactcgagatctcacatcagccggtccacgcect

Assembly
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Tabla 3: Lista de cebadores utilizados para los chequeos de insercion de los genes a
sobreexpresar en sus respectivos plasmidos de expresion.

Nombre Secuencia 5’ — 3’ Uso
OVI1 ctgggegategtcteeg Confirmacién de insercion de sle11600 en pKAS1
ovi2 atggcggtctcgttggce (amplifica dentro del gen)
OVI3  ggtgtgaaataccgcacaga Confirmacion de insercion de sle11600 en pKAS1
ovi4 caccccaggctttacacttt (amplifica desde el plasmido)
OVI5  tgegeggeteccctget Confirmacion de insercién de sle22940 en pKAS2
oVi6 gcgecgegggtgecgaag (amplifica dentro del gen)
GBA002  tcatctcgttctcegeteat Confirmacion de insercion de los genes en los
GBA005 ctgaggttgaaaaacgctcact plasmidos plJ10257 y pKAS2
GBAO03 cacacaggaaacagctatgaca  Confirmacion de insercion de los genes en los
GBA004 gttttcccagtcacgacgtt plasmidos plJ12551 y pKAS1
Foward combinable con GBA002 y GBA0O3 para la
GBAOO1 ccggttggtaggatcgtcta confirmacion de insercion de los genes en los
plasmidos plJ12551, pKAS1, plJ10257 y pKAS2
ovi7 gagaggtgcggggaggatct Chequeo de integracion de plJ12551, conteniendo el
oVvI8 tcactcgagatctcatcaacgt gen sle41020 en el genoma de Streptomyces
OVI9  gactctagaggatccagcccga  Chequeo de integracion de plJ12551, conteniendo el
OVI10  ttacgaattcgatatcgcgege gen sle16220 en el genoma de Streptomyces
OVI11  gatgctagtcgeggttgateg Chequeo de integracion de plJ12551, conteniendo el
OVI12  gttgatgcggaactcgaaggag gen sle27560 en el genoma de Streptomyces
OVI13 ctggtccgegagatgttce Chequeo de integracion de plJ12551 conteniendo los
OVI14 ¢ ) genes sle27560 y sle47560 en el genoma de
aactcgaacgccatcagca Streptomyces
OVI15  gccatetgcgagatcaaggact  Chequeo de integracion de plJ12551, conteniendo el
OVI16  ttacgaattcgatatcgcgcge gen sle47560 en el genoma de Streptomyces
OVI17  gatgctagtcgcggttgatcg Chequeo de integracion de plJ10257, conteniendo el
OVI18  ccaagcttcttcgecttcttcg gen sle11610 en el genoma de Streptomyces
OVI19  tgctgcaaggcgattaagttgg Chequeo de integracion de plJ10257, conteniendo el
OVI20 ttcgatatcaaccctaccggec gen sle22570 en el genoma de Streptomyces
OVI21  gatgctagtcgcggttgatcg Chequeo de integracion de pKAS2, conteniendo el
oVI22 ctccgetcatgagaaccctagg gen sle22940 en el genoma de Streptomyces
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2.2.3 Generacion de vectores de sobreexpresion en Escherichia coli

La manipulacidén genética de las cepas de E. coli empleadas se llevd a cabo siguiendo
los procedimientos estandares ya descritos (Sambrook, J.; Fritsch, E. F.; Maniatis,
1989). Los vectores de expresion plJ10257 y plJ12551 se usaron en este trabajo para
los subclonamientos en E. coli, conteniendo el promotor fuerte constitutivo
ermE* (ermE™).

Los vectores plJ10257 y plJ12551 son de integracion sitio-especifica en el genoma de
Streptomyces, en diferentes sitios attB con el sistema integrasa de los bacteridfagos
¢C31 (Rausch & Lehmann, 1991) y ¢BT1 (Gregory et al., 2003), respectivamente. En
este trabajo también se usaron para las sobreexpresiones los vectores pKAS1 y pKAS2,
los cuales son derivados de los plasmidos plJ12551 y plJ10257, respectivamente, pero
con sustitucion del ermEp* por el promotor fuerte constitutivo kasO*.

La ligacion de los productos purificados de PCR al plasmido de expresion
correspondiente, fue realiza mediante las ténicas de Gibson Assembly o enzimas de
restriccion T4 DNA ligasa (No. 15224-017, Thermo Fisher Scientific™, EE. UU). Los
clonamientos mediante Gibson Assembly se realizaron entre los fragmentos amplificados
por PCR vy el plasmido receptor linealizado con la enzima Ndel. Por otro lado, en los
clonamientos mediante T4 ligasa se ligaron los fragmentos de PCR y el plasmido de
expresion, ambos previamente digeridos con dos enzimas de restriccion. Se utilizaron
como templados los ADN gendmicos de S. leeuwenhoekii C34T y sus derivados, los que
fueron obtenidos usando el DNeasy® UltraClean® Microbial kit (No. 12224-50, QIAGEN,
Paises Bajos).

Los plasmidos con el respectivo gen de interés fueron incorporados en la cepa
E. coliDH5a mediante transformacion quimica. Los plasmidos fueron aislados,
purificados y secuenciados para confirmar las clonaciones. Los constructos confirmados
fueron traspasados a la cepa de E. coli ET12567/pUZ8002 mediante transformacién
quimica.

2.2.4 Obtencién de las cepas modificadas de Streptomyces leeuwenhoekii C34T

Los plasmidos plJ10257, plJ12551, pKAS1 y pKAS2, conteniendo los genes de interés,
fueron movilizados desde E. coli ET12567/pUZ8002 a S. leeuwenhoekii C34T siguiendo
el protocolo descrito por (Kieser et al., 2000). Brevemente, se utilizaron 108 esporas
resuspendidas en 500 pl de medio de cultivo: dos veces extracto de levadura-triptona
(2x YT, por sus siglas en inglés) (16 g de triptona, 10 g de extracto de levadura, 5 g de
NaCl, 1 L de agua destilada) y fueron sometidas posteriormente a un choque térmico a
50 °C durante 10 min.
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Las esporas tratadas se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Por otra parte, E. coli
fue cultivada en medio LB mas los antibioticos de seleccion, a 37 °C y 200 rpm hasta
obtener una densidad optica de 600nm (ODsoo) de 0.4. Las células de E. coli fueron
lavadas en una serie de centrifugaciones, posterior a lo cual se mezclaron con las
esporas tratadas de S. leeuwenhoekii C34'. El resultado de la mezcla fue sembrado en
placas de SFM suplementado con MgCl2 10 mM y CaCl2 10 mM en el caso de los
exconjugantes con seleccion por higromicina y MgCl> 60 mM y CaCl, 60 mM para
apramicina. Una cobertera de acido nalidixico, mas los antibiéticos relevantes fue usada
para eliminar las colonias de E. coliy seleccionar los exconjugantes transformados. Estos
exconjugantes fueron plaqueados en medio sélido SFM, suplementado con acido
nalidixico y el antibiotico de seleccion correspondiente en cada caso, posterior a lo cual
se plaquearon nuevamente, pero sin afiadir antibidticos para eliminar la presion selectiva.
Los exconjugantes seleccionados fueron confirmados mediante PCR y secuenciacion, a
partir del DNA gendmico de cada mutante generado.

2.2.5 Softwares de analisis de resultados y generacioén de ilustraciones

El disefo de los cebadores (Tablas 2 y 3) y constructos, la anotacion manual y la
visualizacion de los plasmidos se realizaron en el software SnapGene v.7.0.
(https://www.snapgene.com). Para el analisis de todos los resultados de secuenciacion
obtenidos en este trabajo se emplearon los softwares pregap4 y gap4 incluidos en el
Staden package v2.0 (https://staden.sourceforge.net). Las figuras generadas fueron
editadas con el software Inkscape v1.2.2 (https://inkscape.org).

2.3 Selecciéon de las condiciones de cultivo para la produccion y
cuantificacién de chaxamicinas

La cepa S. leeuwenhoekii C34" y sus derivados se cultivaron en caldo de cultivo R3 e
ISP2m, usando matraces Erlenmeyer de 250 ml y 50 ml como volumen de trabajo. Se
afnadieron perlas de vidrio de 3 mm (No. 104015, Merck, Alemania) a los matraces, para
mejorar la dispersion del cultivo. Los cultivos semilla se inocularon con 108 esporas e
incubaron con agitacion durante 48 h a 200 rpm, 30 °C. De una alicuota de 20 ml del
cultivo semilla se colecto el micelio mediante centrifugacion, a 13 000 x g durante 10 min.
El micelio fue lavado 3 veces a 10 000 rpm durante 10 min, con medio de cultivo R3
fresco; a partir del cual se inocularon 500 ml de cultivo de produccion a una ODsoo inicial
de 0.2.

El paso a cultivos de produccion se realizé en matraces de 2 L, se incubaron a 30 °C y

se agitaron a 200 rpm durante 5 dias, después de lo cual los cultivos se colectaron y

centrifugaron a 13 000 x g, a 4 °C durante 30 min. De la centrifugacion, el sobrenadante
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se colecto y filtré con papel de filtro cualitativo Whatman™ grado 2 (No. 1002-125, GE
Healthcare, EE. UU), seguido de un filtro de membrana de 0.22 ym como tamano de
poro (MF-Millipore®, Merck, EE. UU.); finalmente fue congelado a - 80 °C. Por otro lado,
el sedimento micelar del cultivo fue extraido con metanol 100 %, en volumenes
proporcionales al peso humedo del sedimento celular. Posteriormente fue sonicado
durante 30 min y centrifugado a 13 000 x g (4 °C por 30 min). La fase liquida del producto
de la centrifugacion fue colectada, filtrada nuevamente con papel filtro y congelada
a-40°C.

Los sobrenadantes se liofilizaron empleando el equipo Alpha 1-2 LDPIlus (Christ GmbH,
Alemania). Los extractos micelares se concentraron en un rotaevaporador RE100-PRO
(No. PRO1004001, DLAB Scientific, China) a un rango de temperatura de calentamiento
de 40-45 °C y 90 rpm como velocidad de rotacion. El concentrado por rotaevaporacion
fue resuspendido en 10 ml de metanol 100 %. Las muestras provenientes de ambos
concentrados se utilizaron para realizar analisis HPLC.

2.4 Comparacioén de perfiles metabdélicos mediante HPLC-MS/MS

241 Condiciones cromatograficas e implementacion

La comparacion del perfil metabdlico de los diferentes mutantes generados en este
trabajo se realiz6 mediante analisis HPLC-MS/MS. Las muestras se analizaron en un
sistema con una columna Kinetex® C18 de 2.1 mm x 100 mm, con un tamaiio de particula
de 1.7 y. La separacion se realizé tanto en las fracciones liofilizadas como en los
extractos de micelio. Las muestras fueron analizadas en un Elute UHPLC, un
cromatografo consistente de una bomba binaria, autosampler y horno de columna, y un
compact QTOF, espectrometro de masa (Bruker, Alemania).

Se eluy6 a un flujo de 0.350 ml/min por minuto, empleando acido férmico 28 mM en agua
como fase movil A 'y acido formico 28 mM en acetonitrilo como fase movil B. El gradiente
empleado se describe como los minutos de cada tramo, seguido del porcentaje de la
fase moévil B alcanzado en ese tiempo: 0 min, 10 % B; 1 min, 10 % B; 15 min, 90 % B;
18 min, 90 % B; 18.2 min, 10 % B; y 21 min, B al 10 % para el equilibrio. La columna se
mantuvo a una temperatura de 40 °C y se inyectaron 2 yl de muestra. Las muestras se
mantuvieron a una temperatura de 4 °C. La deteccidén por HPLC-MS/MS se realiz6 en
modo de iones positivos y negativos.
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2.4.2 Preparacion de muestras y softwares usados

En el caso de las muestras sdlidas, se agregdé 1 mL de metanol 100 % frio a cada tubo
con 150 mg cada uno. Las muestras fueron resuspendidas usando vortex por 10s y
10 inversiones por muestra. Luego, las muestras se dejaron a temperatura ambiente por
30 min. Las muestras fueron centrifugadas a 12 000 x g por 10 min. El sobrenadante fue
transferido a un vial HPLC. Las muestras liquidas fueron transferidas directamente a
viales HPLC.

El analisis de datos se llevd a cabo utilizando el software Metaboscape® v4.0 (Bruker
Daltonik GmbH, Alemania). Se realiz6 la identificacion de metabolitos con las librerias
espectrales del MoNA (MassBank of North America) (https://mona.fiehnlab.ucdavis.edu)
y la libreria interna de chaxamicinas confeccionada. La visualizacion de los espectros
también se realizo en el software Bruker Compsaliass DataAnalysis v4.4 (Bruker Daltonik
GmbH, Alemania) instalado en una computadora con sistema Windows 10 de 64 bits,
CPU 11th Gen Intel® Core™ i7-1164G7 a 2,80 GHz con 16 GB de RAM. Las figuras
generadas fueron editadas con el software Inkscape v1.2.2 (https://inkscape.org).

2.5 Analisis y cuantificacion de chaxamicinas mediante HPLC

2.5.1 Instrumentacion

El analisis de HPLC se realizé en un sistema LC-20 A prominence, equipado con un
detector de arreglo de fotodiodos (SPD-M20A) (Shimadzu, Japon) y una columna Onyx™
Monolithic C18, 130 A, 100 x 4.6 mm (No. de parte CHO-7643; Phenomenex, EE. UU.).

2.5.2 Soluciones de referencia y preparacion de muestras.

Los estandares de chaxamicina A, B y C fueron proporcionados amablemente por el Dr.
Mostafa Rateb y el Prof. Marcel Jaspars (Universidad de Aberdeen, Escocia). La
rifampicina fue obtenida de Sigma-Aldrich (No. 3501-1G, Merck, Alemania).

Las muestras se prepararon a partir de los sobrenadantes y extractos micelares
procesados como se explica en la seccion 2.3. Las muestras de sobrenadantes
provenientes de los liofilizados de cultivo celular fueron preparadas en metanol 100 % a
una concentracion de 150 mg/ml, sonicadas, centrifugadas durante 10 min a 11 000 x g
e inyectadas al sistema cromatografico. Por su parte, una alicuota de la fase micelar
concentrada por rotaevaporacion fue cuidadosamente colectada hacia un vial de HPLC,
de la cual fue inyectada directamente una muestra de 10 pl en el cromatégrafo.
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Para la cuantificacion de las chaxamicinas A, B y C se prepar6 un stock del estandar
interno rifampicina a 2.0E-03 mol/L, a partir del cual se realizaron diluciones para la
construccion de tres curvas de calibracion, en el rango de concentraciones de trabajo
empleadas, 4.88E-07 a 2.50E-04 mol/L. Previo a la inyeccion en el HPLC, a las muestras
a analizar se les anadié individualmente una concentracion conocida y fija de rifampicina,
2.0E-05 mol/L, a partir de lo cual se ajustaron las concentraciones reales finales de cada
pico de chaxamicina detectado en las distintas muestras inyectadas.

2.5.3 Desarrollo del método de cuantificacion

Todos los quimicos y solventes organicos de grado HPLC se obtuvieron de Merck
(Alemania). Para obtener una buena separacion de los picos de chaxamicinas y
rifampicina, se evaluaron varias condiciones cromatograficas, incluyendo: gradientes,
temperatura, pH, longitud de onda (A) de deteccion, flujos de elucion y fases mdéviles. Se
emplearon dos fases moviles, la primera acuosa y la segunda conformada por solventes
organicos. En primer lugar, se determiné la fase organica a partir de variaciones en las
proporciones de los solventes a usar, modificando la polaridad de los mismos.
Posteriormente se selecciond la fase acuosa, incrementando la concentracion de acido
férmico y evaluando el empleo de sales de fosfato y amonio.

2.5.4 Condiciones cromatograficas

Para la cuantificacion final de chaxamicinas se emplearon las fases mdviles
seleccionadas: acido formico 28 mM (fase A) y metanol-acetonitrilo 2:8 (fase B). El flujo
de las fases moviles fue fijjado en 0.6 ml/min y la temperatura de la columna, sostenida
a 40 °C. La deteccion de los compuestos de interés fue monitoreada a una A de 270 nm
y la identificacion fue realizada por comparaciones con los tiempos de retencion y el
espectro UV de los estandares externos conocidos. El volumen de inyeccién fue de 10 pl.
La solucién de fase A utilizada se filtré a través de un filtro de membrana de
0.22 ym (Millipore Corporation, EE. UU.) antes del analisis por HPLC. El procesamiento
de datos posterior a la ejecucion se realizo en el software LC solucion (Shimadzu, Japon).
La cuantificacion de la produccién de chaxamicinas informada es el promedio de tres
series de cultivos. Los resultados fueron expresados en pug/ml.

2.5.5 Determinacion del limite de deteccion y cuantificaciéon

El limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) se calcularon de acuerdo
con las regulaciones de la ICH (International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use). La ICH refiere el LOD
de un procedimiento analitico individual, como la concentracién mas baja de un analito

26



en una muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada como un
valor exacto. Por otra parte, el LOQ es definido como la concentracion mas baja del
analito en una muestra, que puede determinarse cuantitativamente con la precisién y
exactitud adecuadas (ICH, 2005).

Soluciones del estandar interno rifampicina fueron preparadas a bajas concentraciones,
para la construccion de tres curvas de calibracion. Cada concentracion fue inyectada una
vez en el HPLC. Las curvas de calibracion se graficaron a partir del ploteo de las areas
bajo la curva de la respuesta versus la concentracion de cada solucion del estandar de
referencia. Finalmente, los parametros LOD y LOQ fueron calculados mediante la
desviacion estandar del intercepto de las curvas de calibracion:

LOD = 3.3*0/S,
LOQ = 10*0/S,

donde o es la desviacion estandar de los interceptos y S es la pendiente de la curva de
calibracion, a baja concentracion. Los resultados se expresaron en ug/mil.

2.6 Analisis estadisticos

Los experimentos fueron realizados con triplicados bioldgicos y con tres réplicas técnicas
de cada una y los resultados analizados con el software GraphPad Prism v9.5. Las
diferencias significativas entre las medias se determinaron mediante test de Student no
pareado con correccion de Welch, al no asumir varianzas iguales. El nivel de significancia
estadistica se establecié en un p < 0.05; * indicando 0.0332 (*), 0.0021 (**) 0.0002 (***)
y <0.0001 (****). Los datos se reportaron como la media * error estandar de la
media (SEM).

2.7 Ensayos de bioactividad contra Bacillus subtilis y Micrococcus
luteus

La actividad antibacteriana de los mutantes derivados de S. leeuwenhoekii C34" se
evaluo frente a las cepas Gram-positivas Micrococcus luteus ATCC 4698 y Bacillus
subtilis EC1524, utilizando el método de difusion en agar Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966).
En este trabajo se modifico el medio de cultivo empleado en el método original, Mueller
Hinton por el medio triptona-extracto de levadura-glucosa agar (TYG, por sus siglas en
inglés) (NRRL Medium No. 1:https://nrrl.ncaur.usda.gov/cgi- binfusda/medium/1/nrrl_me

dium_1.pdf). La composicion del medio TYG por litro de agua destilada es: 5g de
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triptona, 5 g de extracto de levadura, 1 g de KoHPO4, 1 g de glucosa, y 15 g de agar
ajustado a pH 7.0 con acido fosférico. Todos los cultivos se realizaron a 30°C y a
200 rpm.

Las muestras evaluadas provenian del concentrado de los sobrenadantes de cultivo de
S. leeuwenhoekii C34T y de cada una de las cepas derivadas de esta, y fueron
preparadas a una concentracion final de 150 mg/ml, empleando metanol 100 %.
Suspensiones de cultivos liquidos de los microorganismos indicadores se sembraron en
placas de Petri, con medio de cultivo LB-Agar, a una ODs25nm €n el rango de 0.08-0.13,
equivalente al estandar de turbidez de 0.5 McFarland. El inéculo fue distribuido
uniformemente sobre toda la superficie de la placa de Petri, frotando en tres direcciones.
Posteriormente, se colocaron discos de susceptibilidad antibiética OXOID (No. 3315595,
Thermo Fisher™, Paises Bajos), previamente temperados a temperatura ambiente y
conteniendo 10ul de cada una de las muestras a evaluar, rifampicina a una concentracion
de 5.0E-5 mol/L como control positivo y metanol 100 % como control negativo. Las
placas de Petri se invirtieron e incubaron durante 18 h. Finalmente, los diametros de las
zonas de inhibicién se midieron al milimetro mas cercano con pie de metro.
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3. Resultados

3.1 Seleccién y generaciéon de cepas recombinantes derivadas de
Streptomyces leeuwenhoekii C34T

En este trabajo se seleccionaron para sobreexpresion diez genes endogenos de la cepa
wild-type de S. leeuwenhoekii C347. A partir del GMS VR007, ocho de estos genes fueron
predichos in silico como dianas de interés para el incremento de la produccion de
chaxamicinas en S. leeuwenhoekii C34T.

El clonamiento de los genes se llevo a cabo mediante las técnicas de Gibson Assembly
y enzimas de restriccion-T4 ligasa. Los constructos obtenidos fueron movilizados a
S. leeuwenhoekii C34T, resultando en la integracion de estos en los sitios cromosémicos
¢BT1 attB para el plasmido plJ12551 y ¢C31 attB, para plJ10257. La Tabla 4 resume el
promotor fuerte constitutivo, el respectivo plasmido integrativo y la técnica de clonamiento
empleada para la insercion de cada uno de los genes seleccionados.

Tabla 4: Lista de genes seleccionados para evaluar el efecto de su sobreexpresion en la
produccién de chaxamicinas.

Gen Plasmido Promotor Técnica usada Vector generado
sle41020  plJ12551 ermE™ Gibson Assembly p41020
sle16220  plJ12551 ermE™ Gibson Assembly p16220
sle47660 . :

/627560 plJ12551 ermE Gibson Assembly pACC
sle39830  plJ10257 . Gibson Assembly
sle27500  plJ12551 erme Enzimas de restriccion pP1P2

sle11610  pld10257 ermE* Enzimas de restriccion p11610
sle22570 pKAS1 kasO* Enzimas de restriccion p22570
sle11600 pKAS1 kasO* Gibson Assembly p11600
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Continuacion Tabla 4: Lista de genes seleccionados para evaluar el efecto de su sobreexpresion
en la produccion de chaxamicinas.

Gen Plasmido Promotor  Técnica usada Vector generado
sle22940 pKAS2 kasO* Gibson Assembly p22940
sle22570 pKAS1 . Enzimas de restriccion
sle22940 pKAS2  €™ME”  Gibson Assembly p2222

Cada uno de los mutantes de sobreexpresién, resultantes de estos clonamientos, fueron
confirmados por secuenciacion, usando el DNA gendmico de los mismos. Para dicha
confirmacion se emplearon diferentes pares de cebadores, indicados en la seccién 2.2.2
de materiales y métodos. La figura 2 muestra el resultado del analisis de secuenciacion
del DNA genomico del mutante Streptomyces leeuwenhoekii 022570.

Cebador OV6 |GGCGGACGTGGACGGCGACGCCGCGGCCGTCCGGGACAAGGGCGTACGTGTCCTGTACGACGAGCCGCGCCGGGGTTCCAR
Cebador OV5 |GGCGGACGTGGACGGCGACGCCGCGGCCGTCCGGGACRAGGGCGTACGTGTCCTGTACGACGAGCCGCGCCGGGGTTCCA (A)

sle22570 |ggcggacgtggacggcgacgccgecggecgtecgggacaagggegtacg@gtectgtacgacgageccgegecggggtteca

CONSENSO GGCGGACGTGGACGGCGACGCCGCGGCCGTCCGGGACAAGGGCGTACgaGTCCTGTACGACGAGCCGCGCCGGGGTTCCA

Cebador OV5

KCGCCGCGOCCBTCCGGGA C——GGGCGT"—CGT‘GAT‘CC‘TGT“-CG CGAGCCGCG
450 460 470 180 490 (B)

»«CGCCGCGGCCGTCCGGGuC~~GGGCGT~CGTGTCCTGTACG-lCG?GCCGCG(
170 160 150 140 130

ggcggacgtggacggecgacgecgeggecgtccgggacaagggegtacgdgtcctgtacgacgageccgegecggggttcca
ccgecctgcacctgeccgetgeggegecggecaggecctgttecccgeat|gecglcaggacatgetgetecggegeggecccaaggt

Secuencia )A )D )V )D )G )D )A )A YA )V )R )D )K )G )VPRPV )L )Y )D )E )P )R )R )G »)S )|
aminoacidos ~ A SC T SCP{SCACACALCTCREOSCLLPLTLROITCREYC SCSCGLRLR{PLE(M (C)
CREOVIHCVACVE G R GEDC PV ALY A4 DC o VIV LCRCACPLTC G

Figura 2: Analisis del resultado de secuenciacion de Sanger del gen s/e22570. La muestra
proviene del DNA gendmico extraido del mutante S. leeuwenhoekii 022570 y se analizé con los
softwares pregap y gap4. Se visualiza: A, secuencia nucleotidica obtenida para el cebador
forward OV5 y el reverse OV6, secuencia nucleotidica del gen s/le22570 y secuencia consenso
de las anteriores; B, calidad de la secuenciacién reportada para el gen sle22570 para ambos
cebadores y C, secuencia de aminoacidos del gen s/e22570, sefialando el marco abierto de
lectura.

En la secuencia del gen sle22570, clonado en este mutante, se observo un cambio en
una de las bases nitrogenadas del DNA, especificamente de cisteina a timina, lo cual
modifico el triplete de nucledtidos CGC que codifica para el aminoacido arginina (R). E
cambio de base mencionado resulto ser una mutacion silente al no generar un cambio de
aminoacido. Al realizar el mismo analisis para el resto de los mutantes generados en este
trabajo se obtuvo que todos los genes se encontraban integramente clonados en el vector
de expresion correspondiente e insertos en el genoma de S. leeuwenhoekii C34'. La
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Tabla 5 describe cada uno de los mutantes obtenidos en el presente estudio, seguido de
lo cual se detalla el proceso de obtencidon de cada una de ellas.

Tabla 5: Lista de mutantes de sobreexpresion generados en este trabajo.

Mutantes Descripcién

(9]

. leeuwenhoekii 022570  S. leeuwenhoekii C34" portando p22570 en @BT1 attB (sle22570)
. leeuwenhoekii 022940  S. leeuwenhoekii C34" portando p22940 en ¢C31 attB (sle22940)
S. leeuwenhoekii C34" portando p22570 en @BT1 attB (sle22570)

(9]

S. leeuwenhoekii 02222 5040 en ¢C31 attB (sle22940)

S. leeuwenhoekii 041020  S. leeuwenhoekii C34" portando p41020 en @BT1 attB (sle41020)
S. leeuwenhoekii 011600  S. leeuwenhoekii C34" portando p11600 en @BT1 attB (sle11600)
S. leeuwenhoekii 011610  S. leeuwenhoekii C34" portando p11610 en ¢C31 attB (sle11610)
S. leeuwenhoekii 016220  S. leeuwenhoekii C34" portando p16220 en @BT1 attB (sle16220)
S Jeeuwenhoekii OP1P2* S. leeuwenhoekii C34" portando p27500 en @BT1 attB (sle27500)

y p39830 in ¢C31 attB (sle39830)

S. leeuwenhoekii C34" portando pACC en ¢BT1 attB (sle27560 y

S. leeuwenhoekii OACC sle47660)

*Mutante facilitado por Martin Bonilla para ser incluida en el presente estudio.

3.1.1  Obtencién de Streptomyces leeuwenhoekii 041020 (M1)

El mutante S. leeuwenhoekii O41020 contiene el gen sle41020 clonado bajo el promotor
ermE* integrado en el sitio de insercion ¢BT1. El gen sle41020 codifica para la enzima
UTP: a-D-glucosa-1-fosfato uridililtransferasa, asociada a la formacion de difosfato y
UDP-glucosa, a partir de UTP y D-glucosa 1-fosfato (rx1367; N° de reaccion en
KEGG: r00289). Esta reaccion es parte del metabolismo de la galactosa, del metabolismo
del almidén y la sacarosa, asi como de la biosintesis de metabolitos especializados.
Especificamente, en la ruta de metabolitos especializados, el compuesto UDP-glucosa
es utilizado para la produccion de AHBA mediante una serie de reacciones secuenciales.
El compuesto AHBA es uno de los precursores de la biosintesis de chaxamicinas
(Figura 3).

El mutante S. leeuwenhoekii 041020 se obtuvo mediante la conjugacion de
S. leeuwenhoekii C347, con la cepa de E. coli ET12567 pUzZ8002 p41020. El plasmido
p41020, fue generado por clonacion mediante Gibson Assembly en el vector integrativo
plJ12551 bajo el promotor constitutivo fuerte ermE*.
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Figura 3. Representacion de las vias metabdlicas que tributan a la formacion de UDP-glucosa,
AHBA e intermediarios de la ruta de las pentosas fosfato y glicdlisis. Los colores destacan las
reacciones involucradas en cada ruta: celeste, glicélisis; rosa, ciclo del acido tricarboxilico; verde,
metabolismo de nucledtidos y naranja, ruta de biosintesis de AHBA. En rojo se destacan los
precursores de biosintesis de chaxamicinas. Los genes destacados en azul indican los blancos
de sobreexpresiéon involucrados en estas vias, los que corresponden a los mutantes: M1,
S. leeuwenhoekii O41020; M2, S. leeuwenhoekii 011600 y M3, S. leeuwenhoekii O11610. Las
flechas en color destacan las reacciones que muestran un flujo incrementado tras las
simulaciones en el modelo a escala gendémica de S. leeuwenhoekii C34", NR1007.
Abreviaturas: tkt, transcetolasa; tal, transaldolasa; pgm, fosfoglucomutasa y agp, ADP-glucosa
pirofosforilasa.

3.1.2 Obtencién de Streptomyces leeuwenhoekii 011600 (M2)

El mutante S. leeuwenhoekii O11600 contiene el gen sle11600 clonado bajo el promotor
constitutivo fuerte kasO* integrado en su genoma. Este gen codifica para la enzima
sedoheptulosa 7-fosfato: D-gliceraldehido 3-fosfato glicolaldehido transferasa, asociada
a la biosintesis del precursor AHBA, especificamente a la conversidn de aminofructosa
6-fosfato (amino-F6P) y D-ribosa 5-fosfato a iminoeritrosa 4-fosfato (imino-E4P) y
sedoheptulosa 7-fosfato (rx0123; N° de reaccion en KEGG: r06590) (Fig.3) y a
varias reacciones pertenecientes a la ruta de las PP: conversion de D-fructosa 6-fosfato
a D-gliceraldehido 3-fosfato y de D-eritrosa 4-fosfato a D-xilulosa 5-fosfato (rx1093; N°
de reaccion en KEGG: r01067); conversion de sedoheptulosa 7-fosfato y D-gliceraldehido
3-fosfato a D-ribosa5-fosfato y D-xilulosa 5-fosfato (rx1094; N°de reaccion en

KEGG: r01641); y la transformacion de D-eritrosa 4-fosfato en D-xilulosa 5-fosfato y de
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B-D-fructosa 6-fosfato en D-gliceraldehido 3-fosfato (rx1095; N° de reaccion en
KEGG: r01830) (Figura 3).

De las mencionadas anteriormente, las reacciones rx0123 y rx1095 se encontraron como
objetivos de interés para la sobreproduccion de chaxamicinas (Razmilic et al., 2018).
Mientras que la reaccion rx0123 esta directamente relacionada a la biosintesis de
chaxamicinas al ser parte de la ruta de produccién de AHBA, la reaccion rx1095 esta
indirectamente relacionada.

El mutante S. leeuwenhoekii O11600 se obtuvo mediante la conjugacion de
S. leeuwenhoekii C34T, con la cepa de E. coli ET12567 pUZ8002 p11600. El plasmido,
p11600, fue generado por clonacion mediante Gibson Assembly en el vector integrativo
pKAS1 bajo el promotor constitutivo fuerte kasO*.

3.1.3 Obtencién de Streptomyces leeuwenhoekii 011610 (M3)

El mutante S. leeuwenhoekii O11610 contiene el gen sle711610 clonado bajo el promotor
constitutivo fuerte ermE* integrado en su genoma. Este gen codifica para la enzima
sedoheptulose-7-fosfato: D-gliceraldehido-3-fosfato gliceronetransferasa y cataliza la
conversion de sedoheptulosa 7-fosfato y D-gliceraldehido 3-fosfato a D-eritrosa 4-fosfato
y B-D-fructosa 6-fosfato (rx1090; N° de reaccion en KEGG: r01827) (Figura 3). Esta
reaccion es parte del ciclo de las PP, y al igual que los otros casos, fue predicho por el
GSM VR1007 como diana de sobreexpresion.

El mutante S. leeuwenhoekii O11610 se obtuvo mediante la conjugacion de
S. leeuwenhoekii C347, con la cepa de E. coli ET12567 pUzZ8002 p11610. El plasmido
p11610 fue generado por clonacion con enzimas de restriccion en el vector integrativo
plJ10257 bajo el promotor fuerte constitutivo ermE*.

3.1.4 Obtencién de Streptomyces leeuwenhoekii OACC (M4)

El mutante S. leeuwenhoekii OACC contiene los genes sle27560 y sle47660 clonados
secuencialmente, bajo el promotor constitutivo fuerte ermE*, integrado en el sitio de
insercién @BT1 en el genoma de S. leeuwenhoekii C34'. El gen sle27560 codifica para
la proteina transportadora de carboxil-biotina: carbdn-dioxido ligasa (formadora de
ADP) (rx0404; N° de reaccidon en KEGG: r04385), mientras que el gen sle47660 codifica
para la proteina transportadora de carboxil-carboxibiotina: acetil-CoA carboxitransferasa
(rx0405; N° de reaccidén en KEGG: r04386) (Figura 4).
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Figura 4: Representacion de las vias metabdlicas que tributan a la formacion de los precursores
de chaxamicinas (S)-metilmalonil-CoA y malonil-CoA. Los colores destacan las reacciones
involucradas en cada ruta: celeste, glicdlisis y rosa, ciclo del acido tricarboxilico. En rojo se
destacan los precursores finales. Los genes destacados en azul indican los blancos de
sobreexpresion involucrados en estas vias, los que corresponden a los mutantes: M4,
S. leeuwenhoekii OACC; M5, S. leeuwenhoekii O16220; M6, S. leeuwenhoekii 022940; M7,
S. leeuwenhoekii 022570; M8, S. leeuwenhoekii 02222 y M9, S. leeuwenhoekii OP1P1. V1, V2
y V3: Rutas de sintesis del precursor (S)-metilmalonil-CoA descritas en Streptomyces.
Abreviaturas: ACC, acetil-CoA carboxilasa; PCC, propionil-CoA carboxilasa; BCC, buritil-CoA
carboxilasa; MMC, metilmalonil-CoA mutasa; MCE, metilmalonil-CoA epimerasa; DGAT,
diacilglicerol aciltransferasa; DHAP, dihidroxiacetona fosfato. GAP: reacciones incorporadas
como GAP en el modelo a escala gendémica iVR1007.

Los genes clonados en este mutante conforman las subunidades a y  del complejo
enzimatico de la ACC, la cual cataliza la transformacion de acetil-CoA en malonil-CoA,
uno de los precursores de la biosintesis de chaxamicinas, por lo cual fueron predichos y
seleccionados como blancos de sobreexpresion.
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El mutante S. leeuwenhoekii OACC se obtuvo mediante la conjugacion de
S. leeuwenhoekii C34T, con la cepa de E. coli ET12567 pUZ8002 pACC. El plasmido
pACC, fue generado por la ligacion secuencial con Gibson Assembly de ambos genes en
el vector integrativo plJ12551.

3.1.5 Obtencién de Streptomyces leeuwenhoekii 016220 (M5)

El mutante S. leeuwenhoekii O16220 contiene el gen sle16220 clonado bajo el promotor
fuerte constitutivo ermE™* integrado en el sitio de insercion ¢BT1. El gen sle16220 codifica
para una carbonato hidro-liase asociada a la conversion de CO: a bicarbonato y
agua (rx1057; N° de reaccion en KEGG: r10092) (Figura 4). Esta reaccion es parte del
metabolismo del nitrégeno. El bicarbonato es necesario para la reaccion de generacion
de malonil-CoA a partir de acetil-CoA. El malonil-CoA es un precursor de la biosintesis
de las chaxamicinas, es por este motivo que esta reaccibn es un objetivo de
sobreproduccion interesante.

El mutante S. leeuwenhoekii 016220 se obtuvo mediante la conjugacion de
S. leeuwenhoekii C347, con la cepa de E. coli ET12567 pUZ8002 p16220. El plasmido
p16220 fue generado por clonacion mediante Gibson Assembly en el vector integrativo
plJ12551 bajo el promotor constitutivo fuerte ermE*.

3.1.6 Obtencién de Streptomyces leeuwenhoekii 022940 (M6)

El mutante S. leeuwenhoekii 022940 contiene el gen sle22940 clonado bajo el promotor
constitutivo fuerte kasO* integrado en su genoma. El gen s/e22940 codifica para la
enzima (R)-metilmalonil-CoA CoA-carbonilmutasa asociada a la conversion reversible de
(R)-metilmalonil-CoA a succinil-CoA (rx0227; N°de reaccion en KEGG: r00833)
(Figura 4). Esta reaccion también es parte de la ruta del metabolismo del carbono y es
importante para la biosintesis de chaxamicinas, ya que el (R)-metilmalonil-CoA puede
usarse para la obtencion de (S)-metilmalonil-CoA, precursor necesario para la biosintesis
de chaxamicinas.

El mutante S. leeuwenhoekii 022940 se obtuvo mediante la conjugacion de
S. leeuwenhoekii C347, con la cepa de E. coli ET12567 pUZ8002 p22940. El plasmido
p22940, fue generado por clonacion mediante Gibson Assembly en el vector integrativo
pKAS2 bajo el promotor constitutivo fuerte kasO*.
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3.1.7 Obtencién de Streptomyces leeuwenhoekii 022570 (M7)

El mutante S. leeuwenhoekii 022570 contiene el gen sle22570 clonado bajo el
promotor fuerte constitutivo kasO* integrado en su genoma. Este gen codifica para la
enzima metilmalonil-CoA/etilmalonil-CoA epimerasa y esta asociado a la conversion de
(R)-metilmalonil-CoA a (S)-metilmalonil-CoA (rx0228; N° de reaccion en KEGG: r02765)
(Figura 4) y la conversion de (2S)-etilmalonil-CoA a (2R)-etilmalonil-CoA (rx0229; N° de
reaccion en KEGG: r09979).

Las dos reacciones involucradas son parte de la ruta del metabolismo del carbono,
especificamente en la conversion desde metilmalonil-CoA a succinil-CoA. En el caso de
la biosintesis de chaxamicinas, el compuesto (S)-metilmalonil-CoA es un precursor en su
biosintesis, por lo que la sobreexpresion de este gen fue hecha con el objetivo de
aumentar la presencia de dicho compuesto.

El mutante S. leeuwenhoekii 022570 se obtuvo mediante la conjugacion de
S. leeuwenhoekii C34", con la cepa de E. coli ET12567 pUZ8002 p22570. Este ultimo
plasmido, p22570, fue generado por clonacion con enzimas de restriccion en el vector
integrativo pKAS1 bajo el promotor constitutivo fuerte kasO*.

3.1.8 Obtencién de Streptomyces leeuwenhoekii 02222 (M8)

El mutante S. leeuwenhoekii O2222 contiene los genes s/e22570y sle22940 clonados en
los sitios de integracion BT1 y ¢C31, respectivamente, bajo el promotor constitutivo
fuerte kasO*. Se obtuvo mediante la conjugacidon de los vectores p22570 y p22940 en
S. leeuwenhoekii C34T (Figura 4).

La expresion conjunta de estos genes fue realizada para que la mayor produccién del
intermediario (R)-metilmalonil-CoA pudiese ser utilizada en el incremento del
precursor (S)-metilmalonil-CoA. Se esperaba que el incremento de la disponibilidad de
(S)-metilmalonil-CoA tributase a un incremento del titulo de chaxamicinas en el mutante
obtenido.

3.1.9 Obtencién de Streptomyces leeuwenhoekii OP1P2 (M9)

El mutante S. leeuwenhoekii OP1P2 contiene el gen de interés sle27500 clonado en el
sitio de insercion cromosomica ¢BT1 y el gen s/e39830 inserto en el sitio ¢C31, ambos
bajo el promotor ermE*. Ambos genes, sle27500 y sle39830, son necesarios para
produccion de la enzima propanoil-CoA: carbon-didxido ligasa, que cataliza la conversion
de propanoil-CoA y bicarbonato a ortofosfato y (S)-metilmalonil-CoA utilizando ATP en el
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proceso (rx0406; N° de reaccion en KEGG: r01859) (Figura 4). Esta es una reaccion
alternativa a la r02765, que permite obtener el precursor (S)-metilmalonil-CoA, necesario
para la biosintesis de chaxamicinas.

El mutante S. leeuwenhoekii OP1P2 se obtuvo mediante la conjugacién de
S. leeuwenhoekii C347, con la cepa de E. coli ET12567 pUZ8002 p27500 vy
subsecuentemente con la cepa de E. coli ET12567 pUZ8002 p39830. El plasmido
p27500, fue generado por clonacion con enzimas de restriccion del gen sle27500 en el
vector integrativo plJ12551. Por otro lado, el plasmido p39830 fue obtenido por ligacion
con Gibson Assembly del gen s/e39830 en el vector integrativo plJ10257 (Bonilla, 2021).

3.2 Modificaciones en el crecimiento de las cepas recombinantes
derivadas de Streptomyces leeuwenhoekii C34"

Durante el crecimiento en placas de Petri con medio sélido SFM, se observaron
modificaciones en el crecimiento de algunos de los mutantes generados, con respecto a
S. leeuwenhoekii C34T wild-type (Figura 5a y 5b). Cambios morfoldgicos y de coloracién
de las colonias se evidenciaron en los mutantes S. leeuwenhoekii 011600 (Figura 5c) y
S. leeuwenhoekii 011610 (Figura 5d), lo que creemos corresponde a la generacion de
mutantes espontaneos.

Figura 5: Modificaciones en el crecimiento de las cepas recombinantes derivadas de
S. leeuwenhoekii C34". Placa representativa del cultivo en medio sélido SFM del wild-type con
menor (a) y mayor crecimiento (b), asi como de los mutantes S. leeuwenhoekii O11600 (c);
S. leeuwenhoekii 011610 (d); S. leeuwenhoekii 022940 (e) y S. leeuwenhoekii 022570 (f).
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De la misma manera, en el mutante S. leeuwenhoekii 022940 se evidencid la presencia
de pequeias zonas de inhibicidn del crecimiento, con respecto al wild-type. La infeccion
por bacteridfagos de las células bacterianas podria ser una explicacion a este fenomeno,
ya que son capaces de replicarse dentro de ellas y destruirlas, generando espacios
ausentes de crecimiento (Figura 5e).

Otro mutante, S. leeuwenhoekii 022570, mostré zonas mas grandes y puntuales de
inhibicion del crecimiento, nos resulta dificil suponer una causa real de este fendmeno,
pero evidentemente una parte importante de las células del mutante han generado una
resistencia a la seleccion por antibiético empleada (Figura 5f). Dado lo anterior fue
necesario realizar varios ciclos de aislamiento de colonias hasta recuperar el fenotipo
normal, asi como posteriores chequeos por PCR y secuenciacion del DNA gendmico.

3.3 Seleccion de las condiciones de cultivo para la producciéon y
cuantificacién de chaxamicinas

Previo a la identificacion de chaxamicinas por HPLC-MS/MS y a su cuantificacion por
HPLC, se determind el medio de cultivo adecuado para la produccién de estos
metabolitos especializados. Esta evaluacion incluyé: realizar cultivos de produccion,
concentrarlos por liofilizacion o rotaevaporacion, evaluar la calidad de las muestras
concentradas y la factibilidad de las mismas para ser inyectadas adecuadamente en el
sistema cromatografico. En este ultimo aspecto, la inyeccidén de las muestras procesadas
en el HPLC no se realizd en aras de cuantificar las chaxamicinas, ya que se emple6 un
meétodo cromatografico previamente reportado solo para la identificacion de las mismas,
en medio ISP2m mediante HPLC-MS/MS. Los medios usados fueron ISP2m y R3.

La utilizacién del medio de cultivo reportado para la producciéon de chaxamicinas en
S. leeuwenhoekii C34T, ISP2m, no fue factible para la cuantificaciéon mediante HPLC, ya
que este medio contiene glicerol y el resultado de liofilizacion de 500 ml de sobrenadante,
provenientes de los cultivos de produccion, generé un concentrado denso y viscoso
(Figura 6A). Este concentrado no pudo ser resuspendido completamente en los solventes
organicos evaluados, entre ellos: metanol, isopropanol, acetonitrilo, heptano y
dimetilsulféxido (DMSO); por lo que su inyeccion en el HPLC dificultaria la obtencion de
un resultado real y reproducible sobre la produccion de chaxamicinas. Algo similar ocurrio
con los extractos micelares procesados, donde la rotaevaporacion de las muestras
genero un liquido viscoso (Figura 6C), dificil de separar del balon de rotaevaporacion,
provocando la pérdida de la mayor parte de la muestra.
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Liofilizado de sobrenadante Rotaevaporado de extracto
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Figura 6: Influencia del medio de cultivo de produccion de chaxamicinas empleado sobre la
calidad final de las muestras luego de ser concentradas por liofilizacion o rotaevaporacion. Se
muestra: liofilizacion del sobrenadante proveniente de 500 ml de cultivo de produccion de
S. leeuwenhoekii C34", empleando (A) ISP2m y (B) R3 como medios de cultivo; rotaevaporacion
de 100 ml de extracto micelar, proveniente del sedimento celular de 500 ml de cultivo de
produccion de S. leeuwenhoekii C34", empleando (C) ISP2m y (D) R3 como medios de cultivo.
ISP2m: medio de cultivo de referencia para la produccion de chaxamicinas en S. leeuwenhoekii
C34". R3: medio de cultivo evaluado por primera vez para la produccion de chaxamicinas en
S. leeuwenhoekii C34" y las cepas derivadas de esta.

Considerando los resultados anteriores, se realizé un cambio de medio de cultivo de
produccion, del establecido ISP2m a R3, un medio definido, mas rico en ingredientes y
reportado anteriormente como adecuado para el incremento de la producciéon heteréloga
de chaxamicinas en S. coelicolor (Castro, 2015). A partir del uso de este medio de cultivo,
los sobrenadantes concentrados por liofilizacion se obtuvieron en forma de
polvo (Figura 6B), y el producto de la rotaevaporacién de los extractos micelares fue
completamente liquido (Figura 6D). Es importante destacar que si bien, era evidente la
mejora en cuanto a la calidad de la muestra para ser inyectada en el sistema
cromatografico, el método cromatografico empleado no era el adecuado para la posterior
cuantificacion de chaxamicinas.

Con R3 como medio de cultivo seleccionado, posteriormente se realizaron los cultivos de
produccion de S. leeuwenhoekii C34T y de los diferentes mutantes generados. Los
cultivos se emplearon inicialmente para la identificacion de chaxamicinas mediante
HPLC-MS/MS y luego para la cuantificacién mediante la HPLC de estos compuestos.
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3.4 Comparacion de perfiles metabélicos mediante HPLC-MS/MS

Posterior al crecimiento de S. leeuwenhoekii C34"T y sus respectivos derivados en
medio R3 a 30 °C en 200 rpm de agitacion durante cinco dias, los cultivos fueron
procesados siguiendo el protocolo descrito en la seccién 2.3 de materiales y métodos, y
liofilizados para el posterior analisis de espectrometria de masas. Los concentrados de
sobrenadantes y extractos micelares resultantes se resuspendieron en metanol 100 % e
inyectaron en el sistema de HPLC-MS/MS.

La comparacion de los patrones de fragmentacion, en modo de iones positivos y
negativos, con los datos reportados para diferentes metabolitos en las librerias
espectrales del MoNA, arrojaron la deteccion de 1455 y 818 sefiales en ionizacion positiva
y negativa, respectivamente.

Las especies de chaxamicinas A-C fueron identificadas a partir de la comparacion con
una libreria interna de los estandares. Se observo mayor sensibilidad de deteccién en el
modo de ionizacion negativa [M — H]-, en comparacion con el modo positivo [M + H]+.
Las chaxamicinas se identificaron de forma simultanea: chaxamicina A (RT. 8.41 min)
m/z 638.29 [M — H]—; chaxamicina B (RT. 7.46 min) m/z 622.29 [M — H] y chaxamicina C
(RT. 7.2 min) m/z 654.29 [M — H]-. El mutante S. leeuwenhoekii O11600 se empleé como
mutante representativo para mostrar los patrones de MS/MS obtenidos para cada especie
de chaxamicinas, los cuales se muestran en la Figura 7. El analisis de HPLC-MS/MS
también se realiz6 para los cultivos de produccion empleando el medio de cultivo ISP2m,
siendo identificadas de igual manera las chaxamicinas A, B y C (resultados no
mostrados).

Chaxamicina A Chaxamicina B Chaxamicina C
I 1 I 1 I 1
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Figura 7: Patrones de fragmentacion de las diferentes especies de chaxamicinas detectadas en
la cepa recombinante S. leeuwenhoekii 011600, derivada de S. leeuwenhoekii C34.
(A) chaxamicina A; (B) chaxamicina B y (C) chaxamicina C.
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3.5 Deteccién y cuantificacion de chaxamicinas mediante HPLC

Posterior a la identificacion de chaxamicinas A, B y C mediante HPLC-MS/MS se procedio
a la cuantificacion de estas mediante HPLC. En esta investigacion no se contaba con las
cantidades necesarias de los estandares de referencia de chaxamicinas para realizar la
cuantificacion, por lo que se utilizé rifampicina como estandar interno. Se seleccionoé el
antibiotico rifampicina dada su similitud estructural con las chaxamicinas. Los estandares
de chaxamicinas se usaron unicamente para confirmar la identificacion cromatografica
de las distintas especies.

La rifampicina es un farmaco antibidtico semisintético y macrociclico derivado de
Amycolatopsis mediterranei que pertenece a la familia de las ansamicinas, al igual que
las chaxamicinas. La rifampicina y las chaxamicinas se diferencian en que la primera lleva
un grupo metilo en la cadena alifatica junto al enlace amida (que no se encuentra en las
chaxamicinas) y alberga un sustituyente iminometil-(4-metil-1-piperazinilo) unido al
nucleo de bifenilo (Figura 8).

Chaxamicinas A-D Rifampicina

OH

Z AOH CH3
B H CH3
C OH CH20H

Figura 8: Estructura quimica de chaxamicinas A-D y rifampicina.

3.5.1 Desarrollo de un método cromatografico para la cuantificaciéon relativa de
chaxamicinas mediante HPLC

Con el fin de lograr la eficiente deteccion y separaciéon por HPLC de los picos
correspondientes a las chaxamicinas A, B, C y el estandar interno rifampicina, en este
trabajo se hizo necesario llevar a cabo la busqueda de las mejores condiciones
cromatograficas para ello. Empleando R3, como medio de cultivo seleccionado, se
realizaron cultivos de produccion de 500 ml de S. leeuwenhoekii C347, a partir de los
cuales, se obtuvieron las muestras procesadas, listas para la inyeccion en el
cromatografo.
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Inicialmente se evaluaron las condiciones de separacion reportadas para la identificacidon
por HPLC-MS/MS de chaxamicinas en S. leeuwenhoekii C34" usando el medio de cultivo
ISP2m. Este método cromatografico incluye el uso de dos fases mdviles: como fase A,
acido formico 28 mM y como fase B, metanol 100 % (Castro, 2015; Castro et al., 2015).
Con el empleo de ambas fases moviles, los picos correspondientes a las chaxamicinas
(Figura 9, izquierda) mostraron una resolucion muy baja; la que empeoré en todos los
picos tras afadir rifampicina (Figura 9, derecha). Resultados similares se obtuvieron al
emplear diferentes métodos reportados para separar compuestos similares a rifampicina
mediante HPLC (Panchagnula et al., 1999; Mariappan et al., 2000; Calleri et al., 2002;
Mohan et al., 2003; Liu et al., 2008; Sachin et al., 2009; Baietto et al., 2010; Kumar et al.,
2019; Shah et al., 2019).

S. leeuwenhoekii C34 S. leeuwenhoekii C34" + Rifampicina
3x105- 4x105+ _
Rif
s 3x105+ Cxm l
£ 2x1051
T
3 2x%105-
[
8 1%10%4
£ 1%105
0 T T T T : ': T T T T T T 1 o T T - T T T T 1
12 13 14 15 16 17 18 12 13 14 15 16 17 18

Rt (min) Rt (min)

Figura 9: Evaluacion de las condiciones cromatograficas reportadas para la identificacion de
chaxamicinas en S. leeuwenhoekii C34" mediante HPLC-MS/MS usando el medio de cultivo
ISP2m: acido férmico 28 mM como fase movil A y metanol 100 % como fase mévil B. La muestra
proviene de un concentrado por liofilizacidn resuspendido en metanol 100 %, obtenido del
sobrenadante de 500 ml de cultivo de produccion de S. leeuwenhoekii C34" empleando el medio
de cultivo R3. Se muestran los cromatogramas correspondientes a la inyeccion de 10 ul de:
muestra sin adicion del estandar interno rifampicina (izquierda), y muestra con adicién del
estandar interno rifampicina (derecha).

Con los resultados obtenidos, se hacia necesario desarrollar paso a paso, un método
cromatografico de separacion de los analitos de interés. Inicialmente, se modificaron las
fases moviles evaluadas, manteniendo una fase movil acuosa (Fase A) y una fase movil
compuesta por disolventes organicos (Fase B). La Figura 10 recoge las principales
variaciones cromatograficas efectuadas en este trabajo, tanto con respecto a las fases
moviles, como a las modificaciones de temperatura, flujo de elucion, pH y gradiente del
meétodo cromatografico.
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Fase B Proporcion 4 T (°C)

(1) Optimizacién Fase B MeOH-IPA  (9:1; 5:5) 2 40

Diferentes proporciones » [|PA-ACN (1:9,2:8,3:7) 1 30,40,45

de disolventes organicos MeOH-ACN (9:1,5:5,4:6) 2 40
MeOH-ACN (3:7,2:8,1:9) 5 35,40, 45

= Fase A Proporcién ¥ T (°C)
(2) Optimizacion Fase A
Incrementos de [H-cooH, ] » H-COOH 54 3 354045
usando la Fase B: M-A (2:8) H-COOH 108 3 40
Fase A [mM] Vv pPH T (°C)
— KH2PO4 10 11 6,6.8 40
(3) Sustitucion del H-COOH Na:HPOs 20 1 6 40
por sales PO, y NH,*) en
la Fase A y manteniendo la | » ~NH:HCOs 100 4 45555 30, 40, 45
Fase B:-M-A(2:8) 50 5 45,555 40
NHsHCO2 100 5 4.5,5,53,56,58 40
50 9 45,555 40

Figura 10: Condiciones cromatograficas evaluadas para la separacion de chaxamicinas A, B, C
y el estandar interno rifampicina. Abreviaturas: fosfato de potasio (KH2POQO,), fosfato de sodio
(NazHPOQ4), formiato de amonio (NH4sCOOH), bicarbonato de amonio (NHsHCO3), acetonitrilo
(ACN); Isopropanol (IPA), Metanol (MeOH).

Se conoce que la afinidad de un analito por la fase estacionaria y, por consiguiente, su
tiempo de retencion en la columna, se controla variando la polaridad de la fase mdévil al
agregar nuevos componentes (Farmacopea Argentina, 2004). Dado lo anterior, y
manteniendo como fase acuosa el acido férmico a una concentracion de 28 mM, mezclas
de diferentes proporciones de los disolventes acetonitrilo, isopropanol y metanol se
evaluaron como fase organica B (Figura 10). La modificacion de la fase B mostré la mejor
resolucién de los picos al combinar metanol-acetonitrilo, en una proporcion 2:8 (resultado
no mostrado), siendo seleccionada para continuar la busqueda del mejor método
cromatografico.

De igual manera, para la eleccion de la fase A se evaluaron incrementos en la
concentracion de acido formico, manteniendo el uso de metanol-acetonitrilo (2:8) como
la fase B seleccionada anteriormente. La modificacion de la fase acuosa mostré que, el
aumento de la concentracion de acido formico, de 28 a 54 mM resulté en un mejor

rendimiento (Figura 11a), en comparacion con las variantes a 28 y 108 mM evaluadas
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(datos no mostrados). Pese a este avance, la separacién completa de los analitos no se
obtuvo.

S. leeuwenhoekii C34" + Rifampicina S. leeuwenhoekii C34" + Rifampicina

Rif

6x105 2x105+

1.5%105+

4x1054

1x105+

2x10°

Intensidad (mV)

5%x104+

1" 12 13 14 12.0 12,5 13.0 13.5 14.0

Rt (min) Rt (min)

Figura 11: Modificaciones de la fase movil acuosa reportada para la identificacion de
chaxamicinas en S. leeuwenhoekii C34™ mediante HPLC-MS/MS usando el medio de cultivo
ISP2m (acido férmico 28 mM), manteniendo como fase mévil organica metanol-acetonitrilo (2:8).
La muestra proviene de un concentrado por liofilizacién resuspendido en metanol 100 %, obtenido
del sobrenadante de 500 ml de cultivo de produccién de S. leeuwenhoekii C34™ empleando el
medio de cultivo R3. Se representan los cromatogramas correspondientes a la inyeccion de 10 pl
de muestra, con adicion del estandar interno rifampicina; empleando la fase mévil acuosa: acido
férmico 54 mM (izquierda) y formiato de amonio 50 mM a pH 5.0 (derecha).

Dado lo anterior, el acido formico como fase acuosa fue sustituida por fosfatos y sales de
amonio. La evaluacidn de los cambios en la resolucion de los picos, usando una solucion
de fosfato de potasio, fosfato de sodio, formiato de amonio y bicarbonato de amonio a
diferentes pH arrojé que, la mejor resolucion para los picos de las diferentes especies de
chaxamicinas y del estandar interno rifampicina se encontré cuando se uso6 formiato de
amonio 50mM a pHS50 como faseA y metanol-acetonitriio (2:8) como
fase B (Figura 11b).

Después de aproximadamente 202 combinaciones, en el laboratorio se realizé un cambio
de detector UV-vis A fija a un detector de A multiple, es decir, a un detector de arreglo de
diodos UV Shimadzu SPD-M20A, donde se continué probando el formiato de amonio
como fase movil acuosa. Los cromatogramas obtenidos con el nuevo equipamiento
evidenciaron un cambio significativo en el perfil de elucion de los picos de las muestras
inyectadas. Por primera vez, se logré separar parcialmente el pico de la rifampicina de
los picos de las chaxamicinas Ay C. Sin embargo, tal como se esperaba, al incrementar
la concentracién de rifampicina, esta comenzoé a co-eluir con la chaxamicina B.
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A pesar de los intentos posteriores por mejorar la separacion de los picos de interés
usando formiato de amonio 50 mM como fase maovil acuosa y metanol-acetonitrilo (2:8)
como fase movil B, no se lograron buenos resultados, ya que la hidrdlisis de la sal formiato
de amonio libera CO, lo que resultaba en cambios drasticos del pH en cortos intervalos
de tiempo, a pesar de mantener la fase acuosa en hielo durante las corridas.

Si consideramos el brusco cambio observado en la selectividad de los picos, empleando
una fase movil ya evaluada, no se descarto la posibilidad de re-evaluar la fase movil
acuosa usada inicialmente (acido férmico 28 mM), con el nuevo detector instalado. El
resultado fue similar al obtenido para la sal formiato de amonio, sin perder la parcial
selectividad y especificidad del método, pero en este caso era una ventaja trabajar con
una fase movil a un pH estable. No obstante, el grado de separacién de los picos de las
chaxamicinas aun no permitia su cuantificaciéon. Empleando acido formico 28 mM como
fase acuosa y manteniendo la fase organica metanol-acetonitrilo (2:8), aproximadamente
60 diferentes condiciones (pH, temperatura, A, flujo y gradiente elucién) se evaluaron para
obtener la separacién de los cuatro analitos de interés.

A pesar de estar trabajando hasta el momento a una A de deteccion de 280 nm, con el
nuevo detector de matriz de diodos las longitudes de onda maximas (Amax) de las
chaxamicinas y rifampicina se analizaron, escaneando un rango de 200 a 600 nm, para
obtener la A de deteccion optima para la separacion cromatografica. Los espectros UV
resultantes mostraron que los picos de absorbancia de las chaxamicinas A, B y C eran
muy similares entre si (Figura 12), mientras que el de la rifampicina era diferente.

Chaxamicina A Chaxamicina B Chaxamicina C

(x102) (x102) (x102)

20 45{ 270 351 269
. 267 ]
-}
< 15 3.51 25
E
8 10 2.5 15
- ' | 315
3
5 376 419 1.5 51 379416

01— - . - 01— - . - 0

250 300 350 400 nm 250 300 350 400 nm 250 300 350 400 nm

Figura 12: Espectros de absorcion UV de los estandares de chaxamicinas A, By C

La mejor respuesta del detector para todos los estandares de interés se observé a una A
de 270 nm. Por lo tanto, el detector UV-vis se fijo a esta A en el método final. Ademas del
empleo de los estandares de referencia a una concentracién desconocida, se utilizaron
los espectros de absorcidn, para la identificacién de las chaxamicinas. Como se muestra
en la ampliacién realizada en la Figura 13, los estandares mostraron picos adicionales al
mayoritario.
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Figura 13: Perfil cromatografico de los estandares de chaxamicinas A-C y del estandar interno
rifampicina. Se muestra una ampliacién de los picos adicionales al mayoritario, identificado como
el estandar de referencia respectivo a cada especie de chaxamicina. Tiempo de retencion (Rt) de
los analitos de interés: chaxamicina A=18.7, chaxamicina B=17.8 min, chaxamicina C=16.6 min
y rifampicina a 17.6 min.

Para la elaboracion del método cromatografico se evaluaron los gradientes tipicos usados
en cromatografia de fase reversa, es decir, isocraticos y binarios, no lograndose buenos
resultados. Finalmente se evaluaron gradientes convexos y céncavos, que se utilizan
ocasionalmente con fines analiticos, especialmente cuando se trata de muestras de
varios componentes que requieren una resolucion adicional al principio o al final del
gradiente (Eriksson, 2018). A partir de lo anterior, un gradiente concavo fue seleccionado
para la separacion simultanea de los picos de interés, el cual se representa en la Figura
14, asi como la proporcion de cada fase mévil empleada.
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Figura 14: Gradiente de elucion céncavo seleccionado para la separacion cromatografica de
chaxamicinas A-C y el estandar interno rifampicina. Se emplearon las fases méviles acido férmico

28 mM (fase A) y metanol-acetonitrilo 2:8 (fase B), cuyo porcentaje se muestra en funcion a la
fase B.

La evaluacion de los resultados obtenidos en este trabajo permitio seleccionar las
mejores condiciones de separacion cromatografica de los picos de interés, las que se
muestran en la Tabla 6. El método desarrollado permitid la posterior deteccion y
cuantificacion de las chaxamicinas A, B y C, empleando el estandar interno rifampicina.

Tabla 6: Condiciones cromatograficas seleccionadas para la separacion de los picos
correspondientes a chaxamicinas A-C y el estandar interno rifampicina.

Columna cromatografica  Onyx™ Monolithic C18, 130A, 100 x 4.6 mm (Phenomenex)

Fase movil A Agua + Acido férmico 28 mM
Fase movil B 20 % Acetonitrilo - 80% Metanol
Flujo 0.6 ml/min

Temperatura columna 40 °C

Longitud de onda 270 nm (bandwidth = 4 nm)
Volumen inyeccioén 10 pl

Tiempo corrida 70 min

3.5.2 Determinacion del limite de deteccion y limite de cuantificacion

Para la determinacion del LOQ y LOD se usaron los datos de tres curvas de calibracion,
las cuales incluian cinco concentraciones (2.0E-06, 5.0E-07, 2.5E-07, 1.3E-07, 6.3E-08
y 1.6E-08 mol/L) del estandar interno rifampicina, todas dentro del rango del
LOD (Figura15).
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La regresion lineal simple de los tres replicados de curvas de calibracién en un rango de
concentraciones de 1.60E-08 a 2.00E-06 mol/L mostré una buena correlacion lineal (R?),
de 0.9984 a 0.9994. La desviacion estandar relativa (R.S.D) de los valores de integracion
obtenidas para las diferentes curvas de calibracion tuvo un maximo de 4.7 %; asimismo
las R.S.D de los valores de la pendiente y del intercepto fueron menores al 3 %. El p value
fue <0.0001 para todas las curvas de calibracién.

(A) y = 2,87E+10x + 11668 (B) y = 2,89E+10x + 11351
8%104- R*=0,9999 8x104- R? = 0,9998
6104 6%104-
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< 4x10% 4x104+
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i | L— 1 L
0 5x107 1x10€ 1.5x10€ 2x10- 0 5x107 1x106 1.5x10® 2x10°6

[Rifampicina] mol/L [Rifampicina] mol/L
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Figura 15: Curvas de calibracion dentro del rango de deteccion del estandar interno rifampicina
para la determinacién del limite de deteccion y limite de cuantificacion. Se emplearon
concentraciones dentro del rango de deteccion (1.60E-08 a 2.00E-06 mol/L). En el eje de las
abscisas se muestran las areas bajo la curva (ABC) del pico de rifampicina detectado en cada
una de las concentraciones empleadas en la curva de calibracion. Las concentraciones usadas
se representan en el eje de las ordenadas, en mol/L. En la parte superior de cada curva se
muestra la ecuacion resultante de la regresion lineal, asi como el valor del coeficiente de
correlacion (R?).
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A partir de las formulas descritas previamente en el apartado de materiales y métodos se
calcularon los parametros analiticos, LOD y LOQ, obteniéndose para la chaxamicina A:
LOD (2.11E-05 a 3.60E-05 mg/ml) y LOQ (6.38E-05 a 1.09E-04 mg/ml); chaxamicina B:
LOD (2.05E-05 a 3.51E-05 mg/ml) y LOQ (6.22E-05 a 1.06E-04 mg/ml); y chaxamicina
C: LOD (2.16E-05 a 3.69E-05 mg/ml) y LOQ (6.54E-05 a 1.12E-04 mg/ml), en 10ul de
inyeccion. La Tabla 7 muestra los resultados de la regresion lineal y los valores de LOD y
LOQ de las chaxamicinas A-C, todos como promedios de las tres réplicas de curvas de
calibracion.

Tabla 7: Parametros analiticos de la regresion lineal de las curvas de calibracion de rifampicina
para la determinacién del limite de deteccion y limite de cuantificacion de chaxamicinas A-C. Los
calculos se realizaron tomando cada punto de las curvas como un punto independiente (n=9). 2 Y
es el area bajo la curva del pico; X es la concentracion de rifampicina empleada (1.60E-08 a
2.00E-06 mol/L). R? es el coeficiente de determinacion; LOD, limite de deteccion: 3.3*0/S y LOQ,
limite de cuantificaciéon: 10*a/S. El p value usado fue 0.05. SEM, es el error estandar de la media.

Parametros Valores (mg/ml)
Pendiente + SEM 28768232936 + 182525315
Intercepto-y + SEM 11754 + 1551
@Ecuacion de regresion lineal 'Y =28768232936*X + 11754
R? 0.9994
Runs test Desviacion de la linealidad no significativa
P value (runs test) 0.3
Cxm A LOD 1.14E-05; LOQ 3.45E-05
Cxm B LOD 1.11E-05 LOQ 3.36E-05
Cxm C LOD 1.17E-05 LOQ 3.54E-05

3.5.3 Cuantificacion de chaxamicinas provenientes de sobrenadantes de cultivos
de produccion de los mutantes generados

Como se menciona anteriormente, las chaxamicinas A-C fueron identificadas en la cepa
wild-type y en los mutantes de S. leeuwenhoekii C347, por coincidencia en los tiempos
de retencion y espectros de absorcion UV de los estandares, con los picos desconocidos
en las muestras analizadas. Los cromatogramas correspondientes a cada mutante se
muestran en la Figura 16.
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Figura 16: Cromatogramas representativos de la cuantificacién de chaxamicinas A-C mediante
HPLC en sobrenadantes de cultivos de produccion de S. leeuwenhoekii C34"y sus derivados.
Los sobrenadantes evaluados provenientes del liofilizado de 500 ml de cultivo de produccién de
las cepas recombinantes generadas en este trabajo y del wild-type, en medio de cultivo R3. En
el eje de las abscisas se muestran los tiempos de retencion (min) de cada pico detectado y la
intensidad (UA) de la respuesta se representa en las ordenadas. En todas las muestras 270 nm

fue usada como longitud de onda de deteccidon. RIFA; estandar interno rifampicina y Cxm,
chaxamicina.
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Continuacion Figura 16: Cromatogramas representativos de la cuantificacion de chaxamicinas
A-C mediante HPLC en sobrenadantes de cultivos de produccion de S. leeuwenhoekii C34"y sus
derivados. Los sobrenadantes evaluados provenientes del liofilizado de 500 ml de cultivo de
produccién de las cepas recombinantes generadas en este trabajo y del wild-type, en medio de
cultivo R3. En el eje de las abscisas se muestran los tiempos de retenciéon (min) de cada pico
detectado y la intensidad (UA) de la respuesta se representa en las ordenadas. En todas las
muestras 270 nm fue usada como longitud de onda de deteccion. RIFA; estandar interno
rifampicina y Cxm, chaxamicina.

51



Para la extrapolacion de las areas bajo la curva obtenidas para cada uno de los picos de
chaxamicinas se emplearon los datos de tres curvas de calibracion, las cuales incluian
cinco concentraciones (2.50E-04, 1.25E-04, 3.13E-05, 1.56E-05, 7.81E-06, 1.95E-06,
9.77E-07 y 4.88E-07 mol/L) del estandar interno rifampicina, a partir de un stock
preparado a 1.0E-3 mol/L. La Figura 17 muestra la regresion lineal de las curvas de
calibracion realizadas.

(A) y = 2,76E+10x - 37257 (B) y = 2,75E+10x - 35140
8x106- R? =0,9999 8%106- R2=0,9999
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Figura 17: Curvas de calibracion del estandar interno rifampicina para la determinacion de las
concentraciones de chaxamicinas A, By C. En el eje de las abscisas se muestran las areas bajo
la curva (ABC) del pico de rifampicina detectado en cada una de las concentraciones empleadas
en la curva de calibracién. Las concentraciones usadas (2.50E-04 a 4.88E-07 mol/L) se
representan en el eje de las ordenadas, en mol/L. En la parte superior de cada curva se muestra
la ecuacion resultante de la regresion lineal, asi como el valor del coeficiente de correlacion (R?).

A partir de la regresion lineal simple de los tres replicados de las curvas de calibracion,
en el rango de concentraciones mencionado anteriormente, se obtuvo un valor promedio
de correlacion lineal (R?), de 0.9999. La R.S.D de los valores de integracién obtenidas
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para las diferentes curvas de calibracién tuvo un maximo de 4.9 %; asimismo las R.S.D
de los valores de la pendiente y del intercepto fueron menores al 2 %. El p value
fue <0.0001 para todas las curvas de calibracion. La Tabla 8 recoge los parametros
analiticos obtenidos para las mismas.

Tabla 8: Parametros analiticos de la regresion lineal de las curvas de calibracién de rifampicina
para la determinacion de las concentraciones de chaxamicinas A-C. Los calculos se realizaron
tomando cada punto de las curvas como un punto independiente (n=9). ?Y es el area bajo la curva
del pico; X es la concentracién de rifampicina empleada (2.50E-04 a 4.88E-07 mol/L). R? es el
coeficiente de determinacion. El p value usado fue 0.05. SEM, es el error estandar de la media.

Parametros Valores (mg/ml)

Pendiente + SEM 27617936580 + 59103809

Intercepto-y + SEM -36468 + 5889

@Ecuacion de regresion lineal Y =27617936580*X - 36468

R? 0.9999

Runs test Desviacion de la linealidad no significativa
P value (runs test) 0.1143

Empleando la ecuacion de regresidn lineal obtenida para el estandar interno rifampicina,
se realizo el ploteo del area bajo la curva de los picos de cada chaxamicina, obteniendo
la concentracion respectiva en mol/L. Usando las masas molares reportadas para cada
chaxamicina, se calcularon los pg/ml presentes en el liofilizado total, correspondiente a
cada mutante.

La figura y tabla que se muestran a continuacion recogen los datos obtenidos para la
produccion de chaxamicina A, tanto de S. leeuwenhoekii C34T, como de los mutantes
derivados de esta. De esta manera, se evidencia que con respecto a la produccion de
chaxamicina A, todos los mutantes mostraron, estadisticamente hablando, valores con
diferencias significativas al ser comparados con S. leeuwenhoekii C34T; por lo que
efectivamente se puede hablar de una diferencia, a pesar de los errores de medicion y
las dispersiones (Figura 18).

Incrementos relativos superiores al 120 % en ocho de los nueve mutantes generados se
obtuvieron con respecto a la produccion de chaxamicina A. Se debe destacar que el
mutante S. leeuwenhoekii 011600 evidencidé un incremento relativo de 14.2 veces la
produccion de esta especie de chaxamicina por la cepa de referencia, S. leeuwenhoekii
C34T, con un valor de 10 pyg/ml en la totalidad del cultivo de produccion correspondiente
(Tabla 9).
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Figura 18: Analisis y comparacion de la concentracion de chaxamicina A en sobrenadantes de
cultivos de produccion de S. leeuwenhoekii C34"y las cepas recombinantes generadas en este
trabajo. Los resultados se calcularon a partir de los datos de tres réplicas biolégicas, cada una
con tres réplicas técnicas. Se emple6 cada valor como un punto independiente (n = 9). Las barras
de error representan el error estandar. El nivel de significancia estadistica se establecié en un
p <0.05; *indicando 0.0332 (*), 0.0021 (**) 0.0002 (***) y <0.0001 (****). WT, wild-type.

Tabla 9: Produccion de chaxamicina A (ug/ml) en sobrenadantes de cultivos de produccion de
S. leeuwenhoekii C34" y las cepas recombinantes generadas en este trabajo. Los resultados se
representan como la media + error estdndar de mediciones por triplicado.

Cepas Promedio * SEM (ug/ml) Incremento relativo de produccion

S. leeuwenhoekii C34" 0.68 +0.03

S. leeuwenhoekii 011600 9.58 + 0.56 14.2
S. leeuwenhoekii 02222 3.29+0.12 4.9
S. leeuwenhoekii 011610 224 +0.16 3.3
S. leeuwenhoekii 022940 1.8+0.12 2.7
S. leeuwenhoekii 041020 1.79 £ 0.11 2.7
S. leeuwenhoekii 022570 1.47 £ 0.07 2.2
S. leeuwenhoekii OACC 1.18 £ 0.07 1.8
S. leeuwenhoekii 016220 0.84 £ 0.01 1.2
S. leeuwenhoekii OP1P2 0.32+£0.02 0.5
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Por su parte, los resultados obtenidos con respecto a la produccion de chaxamicina B
mostraron al igual que para la chaxamicina A, diferencias estadisticas significativas con
respecto a la cepa wild-type (Figura 19). Se obtuvo incrementos relativos de 1 a
4.2 veces, con respecto a S. leeuwenhoekii C34" (Tabla 10). A pesar de este resultado,
la cantidad de pg/ml de chaxamicina B continua baja, ya que la produccion basal de la
cepa de referencia es menor a 0.5 pg/ml.
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Figura 19: Analisis y comparacion de la concentracion de chaxamicina B en sobrenadantes de
cultivos de produccion de S. leeuwenhoekii C34"y las cepas recombinantes generadas en este
trabajo. Los resultados se calcularon a partir de los datos de tres réplicas biolégicas, cada una
con tres réplicas técnicas. Se emple6 cada valor como un punto independiente (n = 9). Las barras
de error representan el error estandar. El nivel de significancia estadistica se establecié en un
p <0.05; *indicando 0.0332 (*), 0.0021 (**) 0.0002 (***) y <0.0001 (****). WT, wild-type.

Tabla 10: Produccion de chaxamicina B (ug/ml) en sobrenadantes de cultivos de produccion de
S. leeuwenhoekii C34"y las cepas recombinantes generadas en este trabajo. Los resultados se
representan como la media + error estandar de las mediciones por triplicado.

Cepas Promedio * SEM (ug/ml) Incremento relativo de produccion

S. leeuwenhoekii C34" 0.24 + 0.01

S. leeuwenhoekii 022570 1.01+0.1 4.2
S. leeuwenhoekii 02222 0.8+0.03 3.4
S. leeuwenhoekii OACC 0.8 +0.06 3.3
S. leeuwenhoekii 022940 0.7+0.04 2.9
S. leeuwenhoekii 041020 0.61+£0.03 2.5
S. leeuwenhoekii 011600 0.52 + 0.05 2.2
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Continuacion Tabla 10: Produccion de chaxamicina B (ug/ml) en sobrenadantes de cultivos de
produccion de S. leeuwenhoekii C34" y las cepas recombinantes generadas en este trabajo.

Cepas Promedio * SEM (ug/ml) Incremento relativo de produccion
S. leeuwenhoekii C34" 0.24 + 0.01
S. leeuwenhoekii 016220 0.45+0.08 1.9
S. leeuwenhoekii 011610 0.4 +£0.02 1.7
S. leeuwenhoekii OP1P2 0.26 £ 0.01 1.1

Con respecto a la produccion de chaxamicina C, siete mutantes (Figura 20), mostraron
la maxima diferencia estadistica; sin embargo, en el caso de los mutantes
S. leeuwenhoekii OACC y S. leeuwenhoekii 016220 no hubo diferencia estadistica, por
lo que consideraremos que no hubo ningun cambio con respecto a la produccion de
chaxamicina C y por lo tanto no lo abordaremos en la presente investigacion. A pesar de
que la cepa wild-type muestra valores de produccidon de chaxamicina C inferior a 1 pg/ml,
el mutante S. leeuwenhoekii O11600 incremento este valor a 4.2 ug/ml, lo que significd
un incremento relativo de 4.4 veces lo que produce el wild-type (Tabla 11).
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Figura 20: Andlisis y comparacion de la concentracion de chaxamicina C en sobrenadantes de
cultivos de produccion de S. leeuwenhoekii C34"y las cepas recombinantes generadas en este
trabajo. Los resultados se calcularon a partir de los datos de tres réplicas biolégicas, cada una
con tres réplicas técnicas. Se empleé cada valor como un punto independiente (n = 9). Las barras
de error representan el error estandar. El nivel de significancia estadistica se establecié en un
p <0.05; *indicando 0.0332 (*), 0.0021 (**) 0.0002 (***) y <0.0001 (****). WT, wild-type.
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Tabla 11: Produccion de chaxamicina C (ug/ml) en sobrenadantes de cultivos de produccion de
S. leeuwenhoekii C34"y las cepas recombinantes generadas en este trabajo. Los resultados se
representan como la media * error estandar de mediciones por triplicado.

Cepas Promedio * SEM (pg/ml) Incremento relativo de produccion

S. leeuwenhoekii C34" 0.96 + 0.04

S. leeuwenhoekii 011600 417 £ 0.26 4.3
S. leeuwenhoekii 011610 3.75+£0.23 3.9
S. leeuwenhoekii 02222 3.12+0.10 3.2
S. leeuwenhoekii 022940 1.98 £ 0.11 2.1
S. leeuwenhoekii 022570 1.84+0.13 1.9
S. leeuwenhoekii 041020 1.35+0.03 14
S. leeuwenhoekii OACC 0.93 +0.06 0.1
S. leeuwenhoekii 016220 0.87 £0.12 0.1
S. leeuwenhoekii OP1P2 0.52 £ 0.04 0.3

A partir de las concentraciones individuales correspondientes a cada especie de
chaxamicina (A-C) se calcul¢ el total de chaxamicinas producidas por cada mutante, los
cuales se reportan en la Tabla 12.

Tabla 12: Produccién total de chaxamicinas A-C (ug/ml) en sobrenadantes de cultivos de
produccion de S. leeuwenhoekii C34" y las cepas recombinantes generadas en este trabajo.

Cepas Produccion total (ug/ml) Incremento relativo de produccion

S. leeuwenhoekii C34" 1.88

S. leeuwenhoekii 011600 14.27 7.6
S. leeuwenhoekii 022-22 7.21 3.8
S. leeuwenhoekii 011610 6.39 3.4
S. leeuwenhoekii 022940 4.48 2.4
S. leeuwenhoekii 022570 4.32 2.3
S. leeuwenhoekii 041020 3.74 2.0
S. leeuwenhoekii OACC 2.9 1.6
S. leeuwenhoekii 016220 2.16 1.2
S. leeuwenhoekii OP1P2 1.11 0.6

El grafico de barras que se muestra a continuacion (Figura 21) evidencia el significativo
incremento de la produccidon que se obtuvo con respecto a la chaxamicina A por el
mutante S. leeuwenhoekii 011600, como habiamos comentado anteriormente. Este
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mutante también fue el que produjo un mayor incremento en la produccién de
chaxamicina C. En contraste, el mutante S. leeuwenhoekii OP1P2 mostré un decremento
del 50 % de la produccién de chaxamicinas totales.

Chaxamicinas totales
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Figura 21: Comparacion de la produccion total de chaxamicinas A-C en sobrenadantes de
cultivos de produccion de S. leeuwenhoekii C34"y las cepas recombinantes generadas en este
trabajo. WT, wild-type.

Por su parte, la chaxamicina B fue la que gener6é una menor concentracion (ug/ml) de
todos los mutantes evaluados, no obstante se consideraron buenos resultados dado el
importante incremento relativo de la produccién de esta chaxamicina con respecto a la
cepa de S. leeuwenhoekii C347. Adicional a S. leeuwenhoekii 011600, otros mutantes
gue mostraron un incremento importante en la produccion de chaxamicinas totales fueron
S. leeuwenhoekii 011610, S. leeuwenhoekii 022570, S. leeuwenhoekii 022940 y el doble
mutante generado a partir de las sobreexpresiones presentes en los dos ultimos genes
mencionados, rindiendo el mutante S. leeuwenhoekii O2222.

3.5.4 Cuantificacion de chaxamicinas provenientes de extractos micelares de
cultivos de produccién de los mutantes generados

Adicional a la cuantificacion de chaxamicinas provenientes de los sobrenadantes de los
cultivos liofilizados, extractos micelares se obtuvieron a partir de los precipitados de estos
cultivos de produccién. Un volumen de 100 ml de 100 % metanol se afiadid a los
precipitados de 500 ml de cultivo, la fraccion micelar fue concentrada 10 veces mediante
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rotaevaporacion. Un volumen de 10 uyl del concentrado se inyectd directamente en
el HPLC.

La Figura 22 muestra los cromatogramas obtenidos para cada uno de los mutantes,
donde se observa que la resolucién y separacion de los picos fue pobre, resultado
esperado al tratarse de muestras prevenientes de un sedimento celular, lo que implica la
presencia de componentes celulares generados a partir de la lisis celular. Dada la falta
de resolucion de los picos, la determinacion aproximada de las areas bajo la curva
correspondientes a la chaxamicina C se realiz6 empleando el patréon de espectro UV del
estandar correspondiente, de ahi que no fuera precisa.

A lo anterior se suma, la dificultad para identificar la chaxamicina B, lo que especulamos
se deba a que en los sobrenadantes de los cultivos de produccion es la chaxamicina
presente en menor cantidad en los mutantes evaluados, tendencia que podria
mantenerse en las fracciones micelares. La misma suposicién se puede realizar para el
caso de la chaxamicina A, ya que fue la especie que se detecté con mayor precision,
posiblemente por ser la chaxamicina que mas se produce en los sobrenadantes de los
cultivos de produccion.
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Figura 22: Cromatogramas representativos de la cuantificacién de chaxamicinas A-C mediante
HPLC en extractos micelares de cultivos de produccién concentrados de S. leeuwenhoekii C34"
y sus derivados, usando medio R3. En el eje de las abscisas se muestran los tiempos de
retencién (min) de cada pico detectado y la intensidad (UA) de la respuesta se representa en las
ordenadas. En todas las muestras 270 nm fue usada como longitud de onda de deteccion. RIFA;
estandar interno rifampicina y Cxm, chaxamicina.
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Continuacion de Figura 22: Cromatogramas representativos de la cuantificacion de
chaxamicinas A-C mediante HPLC en extractos micelares de cultivos de produccion
concentrados de S. leeuwenhoekii C34" y sus derivados, usando medio R3. En el eje de las
abscisas se muestran los tiempos de retenciéon (min) de cada pico detectado y la intensidad (UA)
de la respuesta se representa en las ordenadas. En todas las muestras 270 nm fue usada como
longitud de onda de deteccion. RIFA; estandar interno rifampicina y Cxm, chaxamicina.

60



S. leeuwenhoekii C34T S. leeuwenhoekii 022570
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Continuacion de Figura 22: Cromatogramas representativos de la cuantificacion de
chaxamicinas A-C mediante HPLC en extractos micelares de cultivos de produccion
concentrados de S. leeuwenhoekii C34"y sus derivados, usando medio R3. En el eje de las
abscisas se muestran los tiempos de retencion (min) de cada pico detectado y la intensidad (UA)
de la respuesta se representa en las ordenadas. En todas las muestras 270 nm fue usada como
longitud de onda de deteccion. RIFA; estandar interno rifampicina y Cxm, chaxamicina.

En este trabajo se intentdé desarrollar un método de cuantificacion especifico para el
analisis de los extractos micelares, sin embargo, no fue posible concretar este objetivo al
no contar con cantidades suficientes de los estandares de chaxamicinas A, B y C.
Ademas, no lo consideramos un objetivo prometedor, ya que, usando como referencia la
cuantificacion aproximada que se realizé con el método empleado en los sobrenadantes,
la produccion de chaxamicinas totales en la cepa wild-type (A 'y C) es practicamente nula,
logrando un incremento maximo cercano al 30 % (Tabla 13), resultado muy inferior al
obtenido para los sobrenadantes de los cultivos. Por este motivo, las fracciones micelares
de los cultivos no se usaron para los posteriores experimentos.
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Tabla 13: Produccion total de chaxamicinas Ay C (ug/ml) en extractos micelares de cultivos de
produccion de S. leeuwenhoekii C34" y las cepas recombinantes generadas en este trabajo

Cepas Promedio (ug/ml)
S. leeuwenhoekii C34" 0.1
S. leeuwenhoekii 011600 0.3
S. leeuwenhoekii 011610 0.1
S. leeuwenhoekii 02222 0.2
S. leeuwenhoekii 022940 0.1
S. leeuwenhoekii 022570 0.1
S. leeuwenhoekii 041020 0.1
S. leeuwenhoekii OACC 0.1
S. leeuwenhoekii 016220 0.1
S. leeuwenhoekii OP1P2 0.3

Finalmente, en este trabajo se logro cualificar las chaxamicinas A, B y C presentes en los
sobrenadantes de cultivos de produccién de las diez cepas evaluadas, para lo cual se
empled un método estandarizado en este trabajo, basado en el uso del antibidtico
rifampicina como estandar interno.

3.6 Ensayos de bioactividad contra Bacillus subtilis y Micrococcus
luteus

Ensayos de bioactividad se llevaron a cabo con el fin de evaluar el posible efecto de las
sobreexpresiones generadas en este trabajo, sobre la capacidad antibidtica de las
mismas, usando como referencia la inhibicion mostrada por la cepa wild-type. Se empled
el método de rutina difusion en agar empleando discos de sensibilidad antibidtica, basado
en la técnica de Kirby-Bauer y recomendado por el Subcomité de Ensayos de
Susceptibilidad de NCCLS, de Estados Unidos.

Las cepas empleadas para los bioensayos fueron Micrococcus luteus ATCC 4698 y
Bacillus subtilis EC1524. Suspensiones de cultivos liquidos de estos microorganismos se
sembraron en cada placa, a una ODe2snm en el rango de 0.08-0.13, equivalente al
estandar de turbidez de 0.5 McFarland. Las muestras evaluadas provenian del
concentrado de los sobrenadantes de cultivos liquidos de cada una de las cepas
derivadas de S. leeuwenhoekii C34" obtenidas en este trabajo y de la S. leeuwenhoekii
C34". Se empled metanol 100 % como control negativo y el antibidtico rifampicina a una
concentracion de 5.0E-05 mol/L como control positivo. En cada placa se comparo la
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inhibicion del crecimiento generado por los mutantes evaluados con respecto al control
de la cepa wild-type dispuesto en la misma placa. Las muestras provenientes de los
extractos micelares no se usaron para estos ensayos, ya que como se explicd
anteriormente, el titulo de chaxamicinas producido por la cepa wild-type y por los
mutantes fue muy bajo, de ahi que fue desestimado.

Los efectos antibacterianos de los concentrados de sobrenadantes de cultivos liquidos
sobre los microorganismos M. luteus (Figura 23) y B. subtillis (Figura 24), se observaron
en la totalidad de los mutantes evaluados en este trabajo. Se detect6é un incremento de
la bioactividad de los mutantes de sobreexpresién, con respecto a la cepa wild-type. Con
respecto a la bioactividad generada contra M. luteus, las zonas de inhibicion muestran
halos mayores a los observados para B. subtilis en todas las muestras y el control
positivo.

Figura 23: Ensayos de bioactividad contra Micrococcus luteus ATCC 4698 de los sobrenadantes
de cultivos de produccion de los mutantes de sobreexpresion generados, mediante el método de
difusion en agar con discos de sensibilidad antibiética. Se emplearon 10 ul (150 mg/ml) de
muestras provenientes de los concentrados de sobrenadantes de los cultivos de produccién de
5 dias de (w) la cepa y de los mutantes de sobreexpresion (1) S. leeuwenhoekii O22570;
(2) S. leeuwenhoekii 022570 (3): S. leeuwenhoekii O11610; (4) S. leeuwenhoekii OACC;
(5) S. leeuwenhoekii 016220; (6) S. leeuwenhoekii O41020; (7) S. leeuwenhoekii O11600;
(8) S. leeuwenhoekii OP1P2y (9) S. leeuwenhoekii O2222. Se empled como (-) control negativo
10 ul de metanol 100 % y como (+) control positivo 10 pl de una solucién del estandar rifampicina
a 5.0E-05 mol/L.
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La Tabla 14 muestra el porcentaje de incremento de los halos de inhibicion de los
mutantes con respecto al de cada una de las placas, por separado. La comparacion
solamente se realizo entre los mutantes y el wild-type dentro de la misma placa. Todos
los mutantes mostraron un incremento en la bioactividad, variando entre un 54-81 %, con
excepcion de los mutantes S. leeuwenhoekii OP1P2 y S. leeuwenhoekii OACC que solo
tuvieron incrementos de un 20 % mas que el wild-type. Los mutantes con mayor grado
de actividad anti-bactericida fueron S. leeuwenhoekii 011610, S. leeuwenhoekii 022570
y S. leeuwenhoekii O11600.

Tabla 14: Evaluacién de la actividad antibacteriana de las muestras de sobrenadantes de los
cultivos de produccion de los mutantes de sobreexpresion, contra Micrococcus luteus ATCC
4698. Los valores muestran el porcentaje de incremento de la actividad antibacteriana de los
mutantes, con respecto al wild-type.

Cepas % inhibicion en 10 pyl muestra
S. leeuwenhoekii 022570 56
S. leeuwenhoekii 022570 81
S. leeuwenhoekii 011610 69
S. leeuwenhoekii OACC 20
S. leeuwenhoekii 016220 60
S. leeuwenhoekii 041020 40
S. leeuwenhoekii 011600 75
S. leeuwenhoekii OP1P2 20
S. leeuwenhoekii 02222 54

Como se muestra en la Figura 24, al emplear B. subtilis como microorganismo indicador
en los ensayos de bioactividad, se observa una moderada inhibicion de las muestras
provenientes de los sobrenadantes de los mutantes y del wild-type, mostrando una
inhibicién igual o ligeramente mayor que la del wild-type. Lo mismo se observé para el
control positivo rifampicina. En el caso de B. subtilis no se realizd el calculo de la
diferencia en porcentaje, entre los mutantes evaluados con respecto a la cepa wild-type,
porque las diferencias eran minimas.
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Figura 24: Ensayos de bioactividad contra Bacillus subtilis EC1524 de los sobrenadantes de
cultivos de produccion de los mutantes de sobreexpresion generados, mediante el método de
difusion en agar con discos de sensibilidad antibiética. Se emplearon 10 ul (a 150 mg/ml) de
muestras provenientes de los concentrados de sobrenadantes de los cultivos de produccion de
5 dias de (w) la cepa wild-type y de los mutantes de sobreexpresion (1) S. leeuwenhoekii O16220;
(2) S. leeuwenhoekii 041020 (3): S. leeuwenhoekii O11610; (4) S. leeuwenhoekii O11600;
(5) S. leeuwenhoekii 022570; (6): S. leeuwenhoekii 022940; (7) S. leeuwenhoekii OP1P2;
(8) S. leeuwenhoekii PACC y (9) S. leeuwenhoekii 02222. Se empled como (-) control negativo
10 ul de metanol 100 % y como (+) control positivo 10 pl de una solucién del estandar rifampicina
a 5.0E-05 mol/L
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4. Discusion

4.1 Selecciéon y generacion de cepas recombinantes derivadas de
Streptomyces leeuwenhoekii C347

Un GSM de S. leeuwenhoekii C34" fue disefiado, dado el interés por entender el
metabolismo de esta cepa (Razmilic et al., 2018). En este sentido, nueve modificaciones
genéticas fueron seleccionadas para evaluar in vivo su efecto sobre la produccién de los
metabolitos especializados chaxamicinas, principalmente en el metabolismo del carbono.
Ocho de las nueve modificaciones seleccionadas fueron predichas por el modelo,
mientras que la novena modificacion (sle39830 y sle27500) fue escogida como control;
ya que a pesar de estar asociada a la formacion de un precursor de chaxamicinas, no fue
predicha como objetivo de sobreproduccion por el modelo. La mayoria de los genes
seleccionados estan involucrados en la ruta de las PP y en el metabolismo del acetil-CoA.

La estrategia empleada fue la sobreexpresion de genes enddgenos de
S. leeuwenhoekii C34" bajo el control de promotores fuertes constitutivos en un plasmido
integrativo. Los clonamientos se realizaron por Gibson Assembly y el método tradicional
basado en enzimas de restriccion y posterior ligacion con T4 ligasa. El empleo de enzimas
de restriccibn como método inicial fue engorroso, debido a la dificultad de obtener
fragmentos de DNA completamente digeridos, requiriendo una serie de intentos para
obtener una tasa de positividad adecuada.

Dado lo anterior, el resto de las modificaciones genéticas se realizaron empleando la
técnica de Gibson Assembly. Esta herramienta molecular, ademas de no depender
de sitios de restriccion, tiene claras ventajas sobre el método tradicional, ya que permite
realizar el ensamble y ligacién en una sola reaccion. La sdlida eficiencia de esta técnica
proporciona clones con éxito, tanto para construcciones simples como mas desafiantes;
ademas es flexible, ya que las directrices de disefio permiten el ensamblaje en cualquier
vector de eleccion (Gibson et al., 2009). Como era de esperar, los clonamientos
realizados usando Gibson Assembly fueron altamente eficientes, obteniéndose
transformantes positivos inmediatamente.
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En algunas de las cepas derivadas de S. leeuwenhoekii C34" se evidencio la presencia
de mutantes espontaneos, infeccion por bacteriofagos, asi como grandes zonas de
inhibicion del crecimiento sin aparente explicacion. Especulamos que el incremento de la
actividad de los genes que codifican para esas enzimas genero alguna alteracién en el
metabolismo de los mutantes correspondientes, afectando el desarrollo fisiologico de las
mismas. Finalmente, todos los blancos de sobreexpresion fueron exitosamente clonados
bajo promotores constitutivos fuertes en sus respectivos plasmidos integrativos, para
luego ser movilizados por conjugacion intergénica a S. leeuwenhoekii C347, rindiendo los
mutantes finales.

411 Empleo de los promotores ermE* y kasO* como estrategia de
sobreexpresion

Con respecto a la estrategia de obtencion de los diferentes mutantes de sobreexpresion
utilizada en este trabajo, el empleo de promotores fuertes constitutivos se fundamenta en
el amplio conocimiento sobre el papel critico de los mismos en el control de la expresion
geénica.

El control preciso de la expresion génica permite equilibrarla en las vias metabdlicas y
construir circuitos genéticos compatibles. Los promotores constitutivos se usan
ampliamente en estudios de expresion génica en actinomicetos, incluidos estudios sobre
complementacién de mutaciones, sobreexpresion de genes y expresion heteréloga de
genes y BGCs (Myronovskyi & Luzhetskyy, 2016). En este sentido, |la fuerza del promotor
es un factor limitante y clave en los sistemas de expresion.

Hasta el momento, ermE* y kasO* encabezan la lista de los promotores empleados en
actinomices (Li et al., 2018; Wang et al., 2020; Zhang et al., 2020; Wu et al., 2021). Pese
al descubrimiento de nuevos promotores fuertes constitutivos de mayor potencia, el
promotor ermE* (ermEp*) continua siendo el mas reconocido en este este género. ermE*
es un promotor constitutivo del gen de resistencia a la eritromicina (ermE) de
Streptomyces erythraeus, donde el asterisco significa la presencia de una mutacion de
un par de bases (Bibb et al., 1986). Por su parte, kasO*, es un potente promotor (kasOp*),
disefiado mediante la eliminacion de los sitios de union de ScbR 'y ScbR2 del promotor
de kasO (SC06280) en S. coelicolor (Wang et al., 2013). kasOp* es activo en una
variedad de Streptomyces spp. a través de las polimerasas de ARN endogenas y el factor
0 housekeeping, HrdB (Takano et al., 2005).

En la presente investigacion, inicialmente se trabajo con ermEp*, sin embargo, una
cuantificacion exploratoria mediante HPLC de los mutantes S. leeuwenhoekii 041020,
S. leeuwenhoekii 016220 y S. leeuwenhoekii OACC arrojo bajos niveles de deteccion de
chaxamicinas. Esta cuantificacidon se realiz6 a partir de cultivos de producciéon en medio
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de cultivo ISP2m, empleando las condiciones de separacion reportadas para la
identificacion por HPLC-MS/MS de chaxamicinas en S. leeuwenhoekii C34" cultivado en
el mismo medio (Castro, 2015; Castro et al., 2015).

Considerando lo anterior, se optd por el cambio del promotor ermE* al kasOp* para las
siguientes sobreexpresiones. La decision se baso en los estudios que reportan una
significativa superioridad en la potencia de kasOp* con respecto a ermE™*, evidenciando
incrementos transcripcionales en el rango 5 % (ermEp*) a 100 % (kasOp*) (Moore et al.,
2021) y aumentos en el rango de dos a diez veces del metabolito secundario
actinorrodina, en S. coelicolor (Wang et al., 2013; Wu et al., 2021).

A pesar de ser ampliamente usado para la sobreexpresion de genes, ermEp* no ha sido
completamente caracterizado y se han obtenido resultados negativos con respecto al
incremento de la produccion de algunos metabolitos secundarios en Streptomyces (Zhou
et al., 2011), lo cual no se ha observado con el promotor kasO*, debido al conocimiento
de su funcionamiento y regulacién (Takano et al., 2005; Wang et al., 2013).

Al aumentar la potencia del promotor fuerte constitutivo que controlara los genes a
sobreexpresar, esperabamos un incremento en la actividad de los mismos y por
consiguiente un aumento en la produccién de chaxamicinas. Efectivamente, una
importante superioridad en la produccién de chaxamicinas en los mutantes clonados bajo
kasOp* fue observada, con respecto a los clonados bajo el control de ermEp*,
consecuente con lo esperado.

Inesperadamente, el mutante S. leeuwenhoekii O11610, a pesar de tener ermE* como
promotor fuerte constitutivo fue el segundo mutante que mostré un mayor incremento en
la produccion de los metabolitos de interés. El gen sle11610 que codifica para una
transaldolasa que es parte de la ruta de las pentosas fosfato, es importante en el
redireccionamiento de precursores del metabolismo central requeridos en las vias
anabodlicas y catabdlicas, lo que garantiza un metabolismo equilibrado entre el
crecimiento celular y la formacién de metabolitos secundarios. Dada la importante
contribucion del gen sle11610 al metabolismo microbiano, es probable que un pequefio
incremento en la actividad del promotor ermE* fuese suficiente para aumentar el flujo de
la reaccion catalizada por el gen sle11610, redireccionandola hacia los procesos
biosintéticos caracteristicos del metabolismo secundario, en este caso, hacia la
produccion de chaxamicinas. Alteraciones metabdlicas similares han sido reportadas
anteriormente (Ceroni et al., 2015; Myronovskyi et al., 2016; Tan & Liu, 2017).

Otro aspecto a considerar es que, aunque un promotor realmente fuerte y constitutivo
deberia impulsar la expresidn génica, constantemente a lo largo de toda la fase de
crecimiento, se conoce que las actividades de ciertos promotores constitutivos no son
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constantes y pueden variar significativamente bajo condiciones de cultivo o etapas de
crecimiento particulares. Se ha demostrado que inesperadamente, el promotor
constitutivo generalmente aceptado, ermE*, no se expresa constantemente durante el
crecimiento, alcanzando su maxima actividad durante la fase de crecimiento exponencial,
para luego declinar, mostrando una actividad dependiente del crecimiento (Wang et al.,
2013). Es posible que la sobreexpresion del gen sle11610 generase alguna alteracidon en
la disponibilidad de precursores destinados al crecimiento, y por ende cambios en la
actividad de ermEp*. No obstante, en este trabajo no se observaron diferencias visuales
en el crecimiento de los mutantes en los cultivos de produccion de chaxamicinas. Realizar
una cinética de crecimiento de los cultivos de produccion, podria aportar informacion
sobre esta teoria.

Con respecto a las diferencias generales, observadas en la produccion de los genes
clonados en los plasmidos integrativos bajo el control de kasOp* y ermEp*, especulamos
que pudo estar condicionada por el comportamiento de la expresidon de ambos
promotores en las condiciones de cultivo usadas en el presente trabajo.

Un reporte previo evalu6 el efecto del control de la expresion génica de ambos
promotores sobre la produccidon del antibiético actinorrodina, empleando medios de
fermentacion diferentes, el medio liquido minimo suplementado (SMM, por sus siglas en
inglés), que contiene polietilenglicol, glicina, antiespumante, entre otros y el medio R2YE
(Kieser et al., 2000), este ultimo incluye los componentes del medio R3 (usado en este
trabajo). Como era de esperar, la produccion de actinorrodina fue significativamente
mayor en la cepa que contenia el plasmido de sobreexpresién basado en kasOp* en
ambos medios de cultivo. De este reporte, es importante destacar que los niveles de
ermEp* en el medio R2YE fueron bajos y significativamente menores que los obtenidos
en el medio SMM (Wang et al., 2013). Por lo que seria interesante la evaluacion del medio
SMM en los mutantes generados en este trabajo.

Si extrapolamos los resultados del estudio mencionado a los obtenidos en este trabajo,
con respecto a la produccion de chaxamicinas, emplear el medio de cultivo R3 para la
produccion de chaxamicinas pudo ser una ventaja para el incremento de la actividad del
promotor kasO*, pero una clara desventaja para el comportamiento de los niveles de
expresion del promotor ermE*. Ensayos de qPCR deben realizarse para determinar los
niveles de expresion de ambos promotores en el tiempo.

A pesar de la evidente superioridad en el titulo de chaxamicinas en aquellos mutantes
clonados bajo la expresion de kasOp*, sobre aquellos controlados por ermEp*, se
observaron diferencias importantes en la produccién total entre los mutantes bajo la
accion de kasOp*, lo que esperamos, se deba principalmente a la contribucién de cada
gen al metabolismo. En este sentido, especulamos que las posibles alteraciones en el
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metabolismo, generadas por cada mutacidn propiciara cambios en la cinética de
crecimiento y por tanto diferencias en los niveles de expresion del promotor. Lo anterior
se sustenta, ya que, de manera similar a ermEp*, se ha demostrado que la expresion de
kasOp* y del factor o housekeeping, HrdB en Streptomyces, depende de la fase de
crecimiento (Craney et al., 2007; Otani et al., 2013).

Si quisiéramos impulsar la expresion génica constantemente a lo largo de una fase de
crecimiento se necesitaria de un promotor multiplexor que pueda ser transcrito
continuamente por diferentes factores o. El (los) promotor (es) de ARNr en S. coelicolor
puede ser un promotor de este tipo, ya que tienen cuatro sitios de inicio de la
transcripcion, probablemente iniciados por diferentes combinaciones de factor o y ARN
polimerasa central (van Wezel et al., 1991).

Los resultados obtenidos sugieren que la estrategia de incorporacién de un promotor
fuerte constitutivo, a pesar de ser efectiva para incrementar la expresion de los genes de
interés, puede variar en las diferentes cepas, independientemente de cuan fuerte sea; lo
cual puede conllevar a la obtencion de resultados inesperados. Resultados similares se
han reportado en la evaluacion de la actividad del inmunosupresor FK506 en
Streptomyces tsukubaensis (Wu et al., 2021).

4.2 Deteccién y cuantificacion de chaxamicinas mediante HPLC

4.2.1 Rifampicina como estandar interno y desarrollo de un método de
cuantificacién de chaxamicinas

La eleccién del método de deteccion y cuantificacion adecuado en HPLC es crucial,
debido a la diversidad de compuestos naturales presentes en las muestras de origen
microbiano, asi como a la ausencia de una técnica unica establecida para la deteccion
eficiente de este tipo de analitos.

En este trabajo se desarroll6 un método cromatografico para la deteccion y cuantificacion
simultanea de las chaxamicinas A, B y C. Temperatura, tiempo de corrida, gradiente de
elucién, A de deteccion y composicion de las fases médviles empleadas fueron los
aspectos evaluados para seleccionar las mejores condiciones de separacion de los
compuestos de interés usando HPLC.

La poca disponibilidad de los estandares de chaxamicinas requirié el empleo alternativo
de un estandar interno, en este caso, rifampicina. Este antibiotico fue seleccionado ya
que el cluster biosintético de chaxamicinas fue predicho bioinformaticamente por

homologia con el cluster de biosintesis de las rifamicinas en Amycolatopsis mediterranei,
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familia de antibidticos a la cual pertenece la rifampicina, dada su similitud
estructural (Castro et al., 2015). La incorporacion de este estandar a las muestras a
cuantificar afadié complejidad a la separacion de los analitos de interés.

Un estandar interno en quimica analitica es una sustancia quimica que se agrega en una
cantidad constante a las muestras, al blanco y a los estandares de calibracion en un
analisis quimico (Cuadros-Rodriguez et al., 2007). Un estandar interno es normalmente
usado para la calibracion, trazando la relacion entre la sefial del analito y la sefial del
estandar interno, como una funcién de la concentracion del estandar del analito.
Normalmente se ejecuta solo, como una muestra y, por lo general, a diferentes
concentraciones, por lo que puede generar una curva estandar (Zenkevich & Makarov,
2007). El patron interno a utilizar debe proporcionar una sefial que sea similar a la sefal
del analito en la mayoria de los aspectos, pero lo suficientemente diferente para que el
instrumento pueda distinguir facilmente las dos senales (Skoog et al., 1998).

Los estandares externos no corrigen las pérdidas que pueden ocurrir durante la
preparacion de la muestra, como extraccidon, centrifugacion, evaporacion, etc. Los
patrones internos corrigen estos aspectos, si se agregan al comienzo de la preparacion
de la muestra (Pauls & McCoy, 1986). En nuestro caso, la adicion del estandar interno
fue al inicio de la preparacién, debido a la serie de pasos necesarios, previo a la obtencién
de la muestra lista para ser inyectada en el sistema cromatografico.

Segun la Guia de Medicion de Incertidumbre (Taylor & Kuyatt, 1994), la incertidumbre de
la medicion depende de la combinacion adecuada de varias fuentes de incertidumbre y
por lo tanto del modelo matematico utilizado para calcular el analito apropiado en
cuestion, a partir de una curva de calibracion con patron externo o interno (Bonnefoy et
al., 2002; Konieczka & Namiesnik, 2010). Una comparacién del uso de calibracion
estandar externa e interna en HPLC confirm¢ la importancia de la estandarizacion interna,
ya que permitio corregir de manera mas efectiva las principales fuentes de incertidumbre,
con respecto a la calibracion con estandar externo (Cruz De Oliveira et al., 2010).

Muchos son los estudios que usan como método de cuantificacion, la relacién entre la
respuesta del estandar interno y el estandar externo para determinar el factor de
respuesta (Isabel Minguez-Mosquera & Hornero-Méndez, 1993; Agnew et al., 2001; Li et
al., 2015; Muller-Sepulveda et al., 2016; Kuppusamy et al., 2018). No obstante, cuando
se trata de compuestos biolégicos no disponibles comercialmente es usual no contar con
la disponibilidad del estandar de referencia, de ahi que se emplea un estandar interno
para la cuantificacion. En ocasiones, si se pretende detectar varios compuestos
simultdneamente en una muestra biolégica compleja, y no se cuenta con el estandar de
referencia para cada uno de los analitos, se usa como estandar interno uno de ellos
(Balsevich et al., 2009; Stavrianidi et al., 2017).
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En este trabajo, el desarrollo del método cromatografico se realizé empleando soluciones
estandares de rifampicina a diferentes concentraciones conocidas, y de la muestra
proveniente del concentrado de sobrenadante celular de la cepa S. leeuwenhoekii C34T
cultivada en medio de cultivo R3. El estudio preliminar se centré en evaluar las
condiciones cromatograficas empleadas para la identificacion de chaxamicinas por
HPLC-MS/MS en S. leeuwenhoekii C34T cultivada en medio de cultivo ISP2m (Castro,
2015; Castro et al., 2015).

No se logro la separacion de los picos de chaxamicinas usando el método previamente
reportado, lo cual fue inesperado si consideramos las propiedades quimicas de los
analitos de interés. Las chaxamicinas tienen un pKa de 5.6 y el acido férmico a 28 mM,
previamente reportado tiene un pH de 3.0, por lo que se esperaba que posterior a la
inyeccion del sobrenadante de cultivo en la columna, las chaxamicinas estuviesen en un
estado completamente no ionizado; y por lo tanto tuviesen una alta afinidad por la
columna de fase inversa, eluyendo facilmente con metanol 100 %. Sin embargo, los picos
correspondientes a las chaxamicinas mostraron una resolucion muy baja con este
meétodo. La que empeord tras anadir rifampicina. Dado estos resultados, un método
cromatografico fue desarrollado para la separacion y cuantificacion de chaxamicinas en
sobrenadantes de cultivo de S. leeuwenhoekii C34T empleando R3 como medio de
cultivo.

Si no se cuenta con la disponibilidad de columnas para evaluar el perfil cromatografico
inicial de las muestras, la mejora de las separaciones puede lograrse ajustando la
composiciéon de las fases moviles. Diferentes proporciones de los disolventes
isopropanol, acetonitrilo y metanol se evaluaron en la fase organica B. La mejor
resolucidn de los picos al combinar metanol-acetonitrilo en una proporcion 2:8, sugiere
que la disminucién de la polaridad de la fase organica contribuye a una mejora en la
selectividad. Dado lo anterior, se seleccion6 para continuar el proceso de separacion.

Por otra parte, posterior a la instalacion de un detector de arreglo de diodos, la evaluacion
de diferentes fases moviles acuosas llevd a la seleccion de acido formico 28 mM. El
empleo de esta fase movil resultd en una mejora de la resolucion y definicion de la zona
donde eluyen las chaxamicinas, permitiendo una separacion del patron interno
rifampicina.

Ademas de la evidente complejidad que supone separar cromatograficamente cuatro
analitos tan similares estructuralmente, la determinacion del procedimiento de separacion
por HPLC para el analisis cuantitativo de chaxamicinas fue particularmente complicado
por varios aspectos que se mencionan a continuacién. En principio se sabe, que los
meétodos de separacion de varios compuestos dentro de una misma muestra bioldgica
son bastantes complejos, debido a la diversidad de estructuras quimicas de las moléculas
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presentes, dificultando su separacion de la matriz bioldégica. En nuestro caso, el perfil
cromatografico que se observaba en las muestras fue altamente complejo, lo cual era
esperado, ya que sabemos que S. leeuwenhoekii C34" produce otros metabolitos
especializados como higromicina A, 5”-dihidrohigromicina A, chaxalactinas A, B, C y
desferrioxamina E (Rateb et al., 2011a). Especulamos, que ese pudo ser el motivo por el
cual la evaluacion de los ampliamente descritos métodos analiticos con columna C1g de
fase reversa para separar rifampicina y sus derivados no arrojé buenos resultados.

Como se ha mencionado anteriormente, se tenia poca cantidad de los estandares de
chaxamicinas, los cuales fueron usados para determinar los picos correspondientes a
cada una en las muestras. Sin embargo, dado el alto numero de condiciones testeadas,
fue necesario guiarse por los patrones de picos detectados en condiciones previas para
determinar los picos correspondientes a chaxamicinas en los analisis posteriores. Esto
en ocasiones condujo a cometer errores, ya que la complejidad de los sistemas
cromatograficos en conjunto con la variacion intencional de una condicion del sistema, a
menudo puede resultar en el cambio del orden de elucion de los compuestos.

Como complemento a la identificacion de los picos en cada modificacion del método, se
emplearon los espectros de absorcion UV de cada chaxamicina y de rifampicina. Los
espectros UV de las chaxamicinas son muy similares, lo que hacia mas dificil la distincion
entre ellas. En el caso del estandar interno rifampicina, el espectro de absorcion era facil
de distinguir del resto de los analitos.

Adicionalmente, los resultados cromatograficos de las corridas de los estandares de cada
chaxamicina a una concentracién desconocida evidenciaron que, ademas de la presencia
del pico principal, correspondiente al estandar, se observaron varios picos de menor
magnitud cercanos. Dado lo anterior, es probable que estos compuestos sean
susceptibles a algun grado de fragmentacion, lo que puede ocurrir también en las
muestras procedentes de los concentrados de sobrenadantes de los cultivos de
produccion de los mutantes de sobreexpresidon, generando co-elucion de picos muy
cercanos y haciendo mas dificil la distincion entre ellos. Especulamos que el uso de 40 °C
como la temperatura de corrida podria generar algun tipo de descomposicion en los
estandares, si esto fuera correcto, el mismo efecto se observaria en las muestras.

Otro aspecto para evaluar fue la preparacion de las muestras, la cual incluia, pesar,
aforar, vortex, sonicar, centrifugar y filtrar. Todos los pasos mencionados son fuentes de
propagacion de error, lo que complicada obtener una reproducibilidad en los resultados
cromatograficos de las réplicas biologicas y técnicas. Adicionalmente, las muestras
preparadas tenian una estabilidad de aproximadamente 24 h a 4 °C, luego del cual
precipitaban. Dado estos aspectos, una preparacion constante de muestras complejas
fue requerida para dar continuidad al proceso de elaboracion del método de
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cuantificacion. A lo anterior, se suma la larga duracién de los métodos ya que, luego de
eluir los cuatro analitos de interés, era necesario garantizar la elucion del resto de los
compuestos retenidos en la columna.

El desarrollo del método cromatografico requirié un especial cuidado con respecto al pH
de la fase moévil acuosa, ya que la rifampicina no es muy estable quimicamente en
ambientes acidos, degradandose por hidrolisis del enlace imina azometina para liberar el
compuesto 1-amino-4-metilpiperazina (Prankerd et al., 1992). A partir de los analisis de
HPLC, durante la estandarizacion se pudo ver claramente una disminucion progresiva de
la altura del pico de rifampicina en el tiempo. Especulamos que la causa fue la
descomposicion quimica catalizada por la fase acuosa (Pelizza et al., 1977), motivo por
el cual se tuvo que monitorear la estabilidad de la rifampicina en diferentes pH y en
diferentes tiempos, llegando a obtener una estabilidad maxima usando como fase acuosa
acido féormico 28 mM, usada habitualmente por su capacidad tamponante de mantener
pH estable entre 2.5-4.8 (Jin et al., 2008).

En resumen, la optimizacion de las condiciones de los cultivos de produccién, del
procesamiento de las muestras y el desarrollo de un método de cuantificacion con
estandarizacion interna, combinada con analisis HPLC y deteccion UV nos permitio
determinar con éxito la presencia y la concentracion de las chaxamicinas A, B y C.
Esperamos que este método abra las puertas a trabajos posteriores donde se involucren
las chaxamicinas, u otras ansamicinas, similares estructuralmente.

4.3 Comparacion de perfiles metabdlicos mediante HPLC-MS/MS

La técnica de HPLC-MS/MS es una herramienta precisa y sensible, ampliamente usada
en la identificacion de compuestos, incluyendo metabolitos especializados de origen
bacteriano, a partir de los patrones de fragmentacién caracteristicos de cada compuesto
y su relacién masa/carga (m/z).

En el presente trabajo se identificaron por primera vez las chaxamicinas A, By C en la
cepa S. leeuwenhoekii C34" usando medio de cultivo R3. En un estudio previo, Castro et
al. (2015) reportaron la identificacion de las especies de chaxamicinas A-D en
S. leeuwenhoekii C34T usando medio de cultivo ISP2m y en el huésped heterdlogo
S. coelicolor M1650 usando medio R3 (Castro, 2015; Castro et al., 2015). A diferencia del
reporte mencionado, en la presente investigacion no se contaba con el estandar de
chaxamicina D, por lo que no se pudo identificar esta especie.

En nuestra investigacion también se identificaron las chaxamicinas A-C en
S. leeuwenhoekii C34T cultivada en medio ISP2m como control (resultados no
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mostrados). En comparacion con el medio R3, en el medio ISP2m la resolucién de los
picos e intensidad de la respuesta fue superior. Lo anterior se puede deber a que las
muestras tuvieron diferentes procedimientos. Especificamente, la principal diferencia fue
que las muestra de medio R3 estaban concentradas, mientras que las muestras de
ISP2m no lo estaban. Adicionalmente, el medio R3 tiene mas componentes, es por estos
motivos que el procesamiento por HPLC-MS/MS de esas muestras tuvo menor resolucion
para la identificacion de los picos de chaxamicinas.

Por otra parte, cuando se realizé la cuantificacion por HPLC, se necesité concentrar todas
las muestras tanto de ISP2m como de R3. La utilizacion de las muestras de ISP2m
concentrado no fue posible, dada la heterogeneidad y viscosidad de las mismas (ver
seccion 3.3). Por lo que se trabajo con las muestras concentradas de R3, y se desarrollé
un método de cuantificacion para obtener la separacion de los picos de chaxamicinas.

4.4 Evaluacion y analisis de la produccion de chaxamicinas en
sobrenadantes de cultivo celular de los mutantes generados

Las chaxamicinas son productos naturales pertenecientes a la familia de las ansamicinas,
con propiedades antibidticas y anticancerigenas sintetizadas por S. leeuwenhoekii C347.
La cuantificaciéon de estos metabolitos en cada una de las cepas mutantes generadas,
asi como de la cepa wild-type, se realizé a partir de concentrados de sobrenadante celular
y extractos micelares, provenientes de cultivos celulares en medio liquido R3 en las
condiciones descritas anteriormente.

4.4.1 Influencia de la sobreexpresion de los genes sle11600, sle11610y sle41020
en el incremento del pool/ de AHBA

e Sobreexpresion del gen sle41020:

En S. leeuwenhoekii C347, el AHBA es la unidad inicial involucrada en la biosintesis
de chaxamicinas. A su vez, la UDP-glucosa es el precursor que inicia la ruta de
biosintesis de AHBA (Figura 25) (Rateb et al., 2011a). El analisis in silico del GSM
NR1007 indica que la principal fuente de obtencion de UDP-glucosa es la reaccion
rx1367 (KEGG: r00289, EC: 2.7.7.9), catalizada por el gen sle41020, el cual codifica para
una UTP-glucosa-1-fosfato uridililtransferasa (galU). Esta enzima cataliza la conversion
reversible de glucosa-1-fosfato a UDP-glucosa. Consecuentes con esta prediccion,
decidimos aumentar la reserva intracelular de UDP-glucosa, favoreciendo su biosintesis
mediante la sobreexpresion del gen sle41020, rindiendo la cepa S. leeuwenhoekii
041020.
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Anteriormente, la expresion del gen homdlogo, galU, en A. mediterranei U32, asociado a
la biosintesis de rifamicina ha sido incrementada por la incorporacion de nitrato al medio
de cultivo (Shao et al., 2015); sin embargo, pocos han sido los estudios que reportan el
efecto de la sobreexpresion de esta enzima bajo un promotor fuerte constitutivo sobre la
produccion de AHBA. Dado lo anterior, modificar la expresion de este gen resultaba
interesante.

En este trabajo, la produccién total de chaxamicinas del mutante S. leeuwenhoekii
041020 supero al wild-type en un 100 %. Usando el mismo promotor fuerte ermE*, un
resultado similar se obtuvo en Actinosynnema pretiosum, sobreexpresando el gen
homologo asm0628 (ugp) y obteniéndose una mejora del 20 % de la produccion del
antibidtico ansamitocina P-3, en comparacion con la cepa de control (Zhou et al., 2011,
Fan et al., 2016b). Al igual que las chaxamicinas, la ansamitocina P-3 es un policétido
tipo ansamicina y tiene al AHBA como unidad iniciadora de su biosintesis (Chen et al.,
1999).

Si consideramos que la UDP-glucosa es un metabolito altamente multifuncional, esencial
para una rica variedad de procesos, como la osmotolerancia y el control del ciclo celular
bacteriano, es factible suponer que la misma se estaria desviando a otros destinos
metabalicos y por consiguiente no estaria tributando a la biosintesis de AHBA. Un analisis
similar se da con la glucosa-1-fosfato, la cual es precursor en la biosintesis de polimeros
a base de glucosa y de la ruta glucolitica; por lo que independientemente del incremento
del flujo de esta reaccion en particular, es probable que la disponibilidad del sustrato esté
limitando la velocidad de esta. En este sentido, varios autores reportan que la
manipulacion del nodo metabdlico (glucosa-6-fosfato/glucosa-1-fosfato/UDP-glucosa) es
clave para lograr un incremento significativo de UDP-glucosa, ya que conecta el
metabolismo primario y secundario (Zabala et al., 2013; Fan et al., 2014, 2016b, 2016a;
Liu et al., 2020).

Uno de Ilos enfoques mas estudiados ha sido la sobreexpresion de la
enzima fosfoglucomutasa (pgm), la cual cataliza la conversion de glucosa-6-fosfato
a glucosa-1-fosfato. Se ha observado que esta modificacion incrementa el pool de
glucosa-1-fosfato, acompafnada de la disminucién del pool de glucosa-6-fosfato, lo que
sugiere que la glucosa-6-fosfato se transformé eficientemente en glucosa-1-fosfato,
generando altos niveles de UDP-glucosa. Un aumento significativo de la biosintesis de
mitramicina se observo cuando el gen pgm de S. coelicolor se sobreexpresdé en
Streptomyces argillaceus (Zabala et al., 2013). Asimismo, en A. pretiosum, la biosintesis
de ansamitocina P-3 aumentd aproximadamente un 15 % en comparacién con la cepa
de control. Dobles mutantes de sobreexpresion (ugp y pgm) han generado un 40 % de
aumento de produccion de este antibiotico (Fan et al., 2016b).
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En S. leeuwenhoekii C347, el gen sle66460 codifica para un fosfoglucomutasa, con un
90 % de homologia con el gen SC0O7443 (EC:5.4.2.2) de S. coelicolor. Consideramos
que, canalizar la glucosa-6-fosfato hacia la sintesis de UDP-glucosa mediante la
sobreexpresion del gen pgm en el mutante S. leeuwenhoekii 041020 podria tributar a un
mejor resultado.

Por otra parte, en el caso de las ansamitocinas, se ha encontrado que la transcripcion
génica, la actividad enzimatica de pgm, asi como los niveles de glucosa-6-fosfato y
glucosa-1-fosfato son variables en dependencia de las condiciones de cultivo, lo que
condiciona la forma de asimilacion de las fuentes de carbono, y por consiguiente la
activacion incrementada de una via metabdlica sobre otra (Hasan et al., 2010; Fan et al.,
2014; Gao et al., 2014). Lo anterior puede generarse producto de un efecto de modulacion
equilibrada entre los procesos anabdlicos y catabdlicos con el objetivo de mantener un
flujo elevado de carbono a través de las vias involucradas. Es probable que este efecto
ocurra en S. leeuwenhoekii C347, sin embargo, la mayoria de los genes involucrados en
la regulacion metabdlica de esta cepa son desconocidos.

Adicionalmente, es importante considerar que la glucosa-6-fosfato no solo participa en la
via de biosintesis de UDP-glucosa, sino que desempeiia un papel importante en el control
del flujo central de carbono distribuido en diferentes vias, incluida la via glucolitica y la via
de las PP (Fan et al., 2016b, 2016a). Por lo que la reduccion del nivel de glucosa 6-fosfato
podria implicar una reduccidén del flujo de carbono a través de la via glucolitica y
consecuentemente una disminucion en la biosintesis de acetil- y malonil-CoA, ambos
requeridos para la biosintesis de chaxamicinas. Reducciones de concentracién del 25 %
para malonil-CoA y 18 % en el caso del acetil-CoA fueron detectadas por Zabala et al.,
(2013), luego de la sobreexpresion de enzimas que desviaban el flujo de carbono hacia
la produccién de UDP-glucosa.

Otra alternativa para manipular el nodo (glucosa 6-fosfato/glucosa 1-fosfato/UDP-
glucosa) ha sido el bloqueo de la formacion de carbohidratos de almacenamiento a partir
de la inactivacion del gen que codifica para la ADP-glucosa pirofosforilasa (agp). Aunque
este enfoque condujo a un aumento del 50 % de produccién de mitramicina en
S. argillaceus (Zabala et al., 2013), una reduccion drastica de los niveles de ansamitocina
P-3 e inhibicidn del crecimiento celular se obtuvo en A. pretiosum. Los autores especulan
que un posible efecto pleiotropico ejerce la agp sobre el mantenimiento del crecimiento
celular y la produccion de metabolitos secundarios en esta cepa (Fan et al., 2016b).

En S. leeuwenhoekii C347, el gen sle07310 codifica para una ADP-glucosa pirofosforilasa
(Nombre en KEGG: glucosa-1-fosfato adenililtransferasa), con 90 % de homologia con el
gen SCO0961 (glgC) de S. coelicolor (EC:2.7.7.27). Sin embargo, en el GSM VR1007
de S. leeuwenhoekii C34T, no hay reacciones involucradas en el consumo del
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intermediario ADP-glucosa, por lo que, aunque la reaccion que cataliza la ADP-glucosa
pirofosforilasa esta incorporada en el modelo, no es posible conocer el flujo a través de
ella y el efecto sobre la produccion de chaxamicinas.

Teniendo en cuenta los reportes en la literatura, un incremento relativo de dos veces la
produccion de chaxamicinas, con respecto al wild-type, en el mutante S. leeuwenhoekii
041020 es un buen rendimiento, sin embargo, el cual se podria mejorar realizando
modificaciones genéticas complementarias, como las mencionadas anteriormente.

e Sobreexpresion del gen sle11600:

El analisis de rutas metabdlicas involucradas en el metabolismo del carbono ha
identificado varios metabolitos derivados de la via de las PP, que tienen correlaciones
altamente positivas con la produccién de metabolitos bioactivos producidos por miembros
del género Streptomyces, tales como el antibiotico metilenomicina en Streptomyces
coelicolor A3(2) (Obanye et al., 1996) y el inmunosupresor tacrolimus producido por
Streptomyces tsukubaensis.

En el GMS WVR1007 de S. leeuwenhoekii C34T, varios objetivos efectivos de
sobreexpresidn fueron predichos para potenciar el flujo de carbono a través de la via de
las PP (Razmilic et al., 2018). Para esta investigacion, nos centramos en los genes
sle11600 (tkt) y sle11610 (tal), los cuales codifican para enzimas claves de la rama no
oxidativa de la ruta de las PP; transcetolasa y transaldolasa, respectivamente. Estas
enzimas son de especial interés porque crean un vinculo reversible entre la glicélisis y la
via de las PP. Esta ruta es importante ya que provee los intermediarios necesarios para
el funcionamiento de la glicdlisis y la ruta de biosintesis de AHBA.

Adicionalmente, el funcionamiento de la ruta de las PP es necesario para garantizar el
suministro de poder reductor necesario para los procesos biosintéticos. En el caso
especifico de la biosintesis de chaxamicinas, el NADPH es requerido por las subunidades
(CxmA a CxmE) de los mddulos del cluster de biosintesis de chaxamicinas para la
sintesis del policétido intermediario (Castro, 2015; Castro et al., 2015), por lo que a
medida que el NADPH es consumido por esta ruta biosintética, el aumento en los niveles
de NADP™* deberia estimular a la ruta de las PP para obtener mas NADPH.

Ademas de su posible papel en el incremento de la disponibilidad de poder reductor,
estudios in vivo han demostrado que la actividad de la transcetolasa normalmente desvia
la ribosa 5-fosfato de vuelta a la glicdlisis en procesos biosintéticos y que su
sobreexpresion es capaz de generar un incremento de 10 veces en su actividad (Kirou et
al., 2001), proveyendo intermediarios glucoliticos, como la fructosa 6-fosfato vy
gliceraldehido 3-fosfato, a partir de la ribosa 5-fosfato, lo cual también facilita la
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produccion de cualquier metabolito especializado, ya que toda modificacion en cualquiera
de estas vias afecta directamente a la otra debido a la interrelacion entre la ruta de las
PP y la via de la glicdlisis (Olano et al., 2008). Dado lo anterior, nos parecio interesante
intervenir sobre su capacidad de desviar la ribosa 5-fosfato hacia la glicdlisis.

De todos los blancos de sobreexpresion evaluados en este trabajo, el gen sle171600 era
el candidato mas prometedor, ya que, ademas de catalizar tres reacciones de la ruta de
las PP (rx1093, rx1094 y rx1095), donde la rx1095 es blanco de sobreexpresion, esta
relacionado directamente a la ruta de biosintesis del precursor de chaxamicinas
AHBA (rx0123, N° de reaccion en KEGG: r06590) (Figura 25).
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Figura 25: Rutas involucradas en la biosintesis de chaxamicinas A-D. (A): Paso 1, via del acido
aminoshikimico o biosintesis de ansamicinas; (B): Paso 2, cluster PKS de biosintesis de
chaxamicinas; (C): Paso 3, modificaciones post-PKS de biosintesis de chaxamicina. En rojo se
destaca la reaccion catalizada por el gen sle11600 (mutante S. leeuwenhoekii O11600)
Abreviaturas: UDPG, UDP-a-D-Glucosa; c¢xm, chaxamicina; tkt, transcetolasa; PEP,
fosfoenolpiruvato; E4P, eritrosa-4-fosfato; imino-E4P, iminoeritrosa 4-fosfato; amino-F6P,
aminofructosa 6-fosfato; AminoDAHP, 4-dideoxi-4-amino-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato;
AHBA, acido 3-amino-5-hidroxibenzoico; y TCA, ciclo del acido tricarboxilico; MC: médulo de
carga de la PKS, M1-M10: mddulos de la PKS de biosintesis de chaxamicinas.
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Como se observa en la figura anterior, en la ruta de biosintesis AHBA, la reaccion rx0123,
cataliza la formacién de imino-E4P a partir de amino-F6P. Luego la reaccion catalizada
por cxmH (DAHP sintasa) genera 4-dideoxi-4-amino-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato
(AminoDAHP). Este metabolito es necesario para iniciar la ruta del acido shikimico,
culminando con la biosintesis de AHBA.

En otros organismos se ha visto que la disponibilidad in vivo de D-eritrosa 4-fosfato y
fosfoenolpiruvato limita la actividad catalitica de la DAHP sintasa, asi como que la
sobreexpresion de la transcetolasa que genera imino-E4P es capaz de incrementar la
disponibilidad de D-eritrosa 4-fosfato y aumentar el flujo de carbono a través de la ruta
del acido shikimico, incluso a niveles sustancialmente superiores a los alcanzados con la
sobreexpresiéon de DAHP sintasa (Draths & Frost, 1990; Draths et al., 1992; Li et al.,
1999).

En este trabajo, una copia del gen enddgeno de S. leeuwenhoekii C347, sle11600 fue
integrado en el genoma de esta cepa, rindiendo el mutante S. leeuwenhoekii O11600.
Esta sobreexpresion resulté en un aumento de la produccion de chaxamicinas Ay C, con
incrementos de hasta 13.2 y 3.3 veces, respectivamente, cuando se compara con la cepa
wild-type. Este resultado fue consistente con los reportados previamente en la literatura.

S. leeuwenhoekii O11600 fue el mutante que mostr6 un mayor incremento de la
produccion de chaxamicinas totales con respecto a la cepa wild-type, entre todos los
mutantes generados y evaluados. En la busqueda bibliografica no se encontraron
reportes del efecto de la sobreexpresion de la transcetolasa especificamente sobre la
produccion de ansamicinas, por lo que este trabajo es el primero en reportar un
incremento en la produccion de este tipo de compuestos al sobreexpresar dicho gen.

Al estar el gen sle11600 asociado a varias reacciones, no se puede afirmar que la
produccion se haya visto aumentada por el efecto especifico en alguna de las ellas. Sin
embargo, es probable que la reaccion que esta directamente relacionada a la produccion
de chaxamicinas sea la que haya contribuido en mayor grado a aumentar su produccion,
lo que se asociaria con flujos mayores en la ruta de biosintesis de AHBA, como ha sido
reportado para otros microorganismos.

e Sobreexpresion del gen sle116710:

El mutante S. leeuwenhoekii 011610, al igual que S. leeuwenhoekii O11600 potencia el
flujo metabodlico de una de las reacciones de la ruta de las PP. Especificamente la
reaccion rx1090 (N° de reaccion en KEGG: r01827), asociada al gen sle11610 (tal1), el
cual codifica para una transaldolasa. Esta reaccion esta involucrada en la obtencion de
los intermediarios eritrosa 4-fosfato y B-fructosa 6-fosfato.
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La actividad de la transaldolasa esta conectada con la de la transcetolasa; en conjunto
permiten a las células transportar la ribosa 5-fosfato y los intermediarios glucoliticos entre
la ruta de las PP y glicdlisis. Si bien, esta reaccion esta relacionada indirectamente con
la produccion de chaxamicinas, se ha demostrado que su nivel de expresion (Lu & Liao,
1997), junto con el de transcetolasa (Draths & Frost, 1990; Draths et al., 1992) es un
factor limitante sobre la actividad in vivo de la DAHP sintasa, al determinar la
disponibilidad de D-eritrosa 4-fosfato necesaria para la actividad de esta enzima, la cual
es parte de la ruta de biosintesis de AHBA. El mutante S. leeuwenhoekii O11610 fue el
tercero que mas incrementé la concentracién de chaxamicinas, superando en 2.4 veces
la produccién total del wild-type; consistente con lo esperado.

Las modificaciones individuales de los genes sle11600 y sle11610 sugieren, que la
integracion de plasmidos recombinantes en la cepa original condujo a un aumento del
flujo metabdlico a través de la ruta de las PP, generando disponibilidad de compuestos
necesarios para la ruta de biosintesis de chaxamicinas en S. leeuwenhoekii C34T.

4.4.2 Influencia de la sobreexpresion del complejo acetil-CoA carboxilasay el gen
sle16220 en el incremento del poo/ de malonil-CoA

e Sobreexpresion del complejo acetil-CoA carboxilasa (ACC):

La sobreexpresion de los genes que codifican el complejo ACC ha demostrado ser util
para lograr la sobreproduccion de varios metabolitos especializados. Algunos ejemplos
son: doble produccion del policétido flaviolina en Streptomyces venezuelae YJ028;
aumento en seis veces la produccion de actinorrodina en Streptomyces coelicolor M600;
un incremento en cuatro veces en la produccién de floroglucinol en E. coli, en este ultimo
caso también se incluyeron otras modificaciones en la cepa; (Ryu et al., 2006; Zha et al.,
2009; Maharjan et al., 2010, 2012), un incremento del 34 % mas que la cepa de referencia
Streptomyces rimosus M527 de produccion de rimocidina (Liao et al, 2022); y un
incremento del 35 % en la produccién del antibidtico antineoplasico mitramicina en
Streptomyces argillaceus (Zabala et al., 2013).

Guiados por las predicciones del modelo metabdlico VR1007 y teniendo en cuenta la
efectividad observada en otros microrganismos al sobreexpresar el complejo de la ACC,
en el presente trabajo llevamos a cabo la sobreexpresion de los genes sle27560 vy
sle47660, que son parte de este complejo en S. leewenhoekii C34T. El objetivo de estas
sobreexpresiones era incrementar la cantidad intracelular de malonil-CoA disponible para
los posteriores procesos biosintéticos del metabolismo secundario. Especificamente, la
PKS modular tipo | del cluster biosintético de chaxamicinas requiere tres unidades
extensoras de malonil-CoA (Castro et al., 2015).
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En nuestra investigacion, un incremento del 55 % de la produccion de chaxamicinas
totales de S. leeuwenhoekii C34T fue evidenciado en el mutante S. leeuwenhoekii OACC.
Si bien, no es un mal incremento y es superior a otros reportes (Kong et al., 2022),
considerando la implicancia de esta modificacion en el metabolismo primario
y secundario, esperabamos un mejor resultado. Sin embargo, a diferencia del
precursor AHBA que tributa exclusivamente a la produccién de chaxamicinas, el
precursor malonil-CoA esta asociado a la produccién de otros metabolitos especializados
en S. leeuwenhoekii, como las chaxalactinas.

Dado lo anterior, especulamos que la obtencion de una moderada produccion global de
chaxamicinas pudiera indicar que el mayor flujo de malonil-CoA se podria estar dividiendo
entre los distintos compuestos que usan este precursor. Por otro lado, la disponibilidad
de malonil-CoA podria no estar limitando la produccion de chaxamicinas, pudiendo ser
que el cuello de botella esté corriente abajo de la accion del complejo ACC; ya que la
velocidad de reaccion o la capacidad catalitica en procesos posteriores, como por
ejemplo la integracion de la unidad de malonil-CoA en el policétido, podrian estar
limitando la produccion de chaxamicinas.

Adicionalmente, la generacion del mutante S. leeuwenhoekii OACC implicd el
clonamiento simultaneo de la subunidad o y B de la ACC, ambas corriente abajo de un
solo promotor fuerte constitutivo ermE*, por lo que es posible que la segunda subunidad
no se lograra sobreexpresar adecuadamente. En este sentido seria recomendable clonar
cada subunidad bajo su propio promotor, ademas de realizar un posterior analisis de
gPCR para evaluar el nivel de transcripcion de ambos genes, y poder determinar si la
falta de sobreexpresion de la segunda subunidad fue un impedimento para el incremento
de la produccion de chaxamicinas generada por este mutante.

Otro elemento a considerar es que, las subunidades a (gen sle27560) y 3 (gen sle47660)
de S. leeuwenhoekii C34" son homologos a los genes SC04921 y SCO5535, en
S. coelicolor, cepa en la cual se ha reportado que la sobreexpresion adicional de una
tercera subunidad (accE, subunidad ¢€), codificada por el gen SCO5536 ha generado un
incremento significativo en la produccidn de actinorrodina (Ryu et al., 2006). La subunidad
accE muestra un 90 % de homologia con el gen sle27190 en S. leeuwenhoekii C34T,
dicho gen esta identificado como una proteina hipotética, la cual no esta incorporada en
el GSM VR1007, usado para identificar los blancos de sobreexpresion evaluados en este
trabajo. La incorporacion de la subunidad acckE al mutante S. leeuwenhoekii OACC
deberia implicar un aumento en la produccion de chaxamicinas.

En el caso de S. leeuwenhoekii C34T, modificaciones adicionales reportadas en la
literatura pudieran evaluarse con el fin de incrementar aun mas la produccion de
metabolitos especializados, en este caso, de chaxamicinas. Una posible combinacion
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pudiera ser la sobreexpresion de la ACC con la inactivacién de la enzima acil-CoA:
diacilglicerol aciltransferasa (Figura 4), responsable del paso final en la biosintesis de
triacilglicéridos (TGA, por sus siglas en inglés), la cual ha mostrado previamente generar
un incremento considerable de la producciéon de metabolitos especializados (Zabala et
al., 2013). Esta enzima es importante en la redireccion de los diferentes precursores, ya
que entre los actinomicetos, el TGA es un compuesto de almacenamiento de carbono
muy comun, el cual usa también los precursores malonil- y acetil-CoA (Alvarez &
Steinbuchel, 2002). Dados estos antecedentes, intentar el aumento de la concentracion
intracelular de malonil-CoA y, por consiguiente, de la produccion de chaxamicinas en S.
leeuwenhoekii C34T, mediante modificaciones en la ruta de biosintesis de TGA pudiera
resultar una interesante estrategia a evaluar.

e Sobreexpresion del gen sle16220:

El mutante S. leeuwenhoekii O16220 sobreexpresa el gen sle16220. Este gen esta
asociado a la produccion de bicarbonato, compuesto requerido para la produccién de
malonil-CoA a partir de acetil-CoA, mediante la accién de la ACC. De acuerdo al modelo
metabalico la sobreexpresion de este gen aumentaria la produccién de chaxamicinas,
por lo que esperabamos que un incremento de la disponibilidad de bicarbonato se
tradujera en un aumento de malonil-CoA, y por ende de chaxamicinas. Sin embargo, el
mutante generado produce un 15 % mas de chaxamicinas totales que el wild-type.

Los motivos por los cuales el mutante S. leeuwenhoekii 016220 no logré una mayor
produccion de chaxamicinas pueden ser variados, por ejemplo: motivos asociados al
complejo ACC explicados anteriormente, desvio de bicarbonato a otras reacciones, o
algun otro reactante limitando los flujos de reaccion. Para poder dilucidar y entender mejor
el efecto de la sobreexpresion del gen sle16220 en el metabolismo de S. leeuwenhoekii
es necesario realizar mas estudios, como qPCR.

4.4.3 Influencia de la sobreexpresion de los genes sle22570, sle22940 y una
combinaciéon de ambos en el incremento del pool de (S)-metilmalonil-CoA

En las especies de Streptomyces, el compuesto (S)-metilmalonil-CoA es una de las dos
unidades extensoras de cadena mas comunes para la biosintesis de antibidticos
policétidos (Hopwood & Sherman, 1990; Moore & Hertweck, 2002; Chan et al., 2009).
Dado lo anterior, las rutas metabdlicas que tributan a la sintesis de (S)-metilmalonil-CoA
son de gran interés, representando un paso limitante en el flujo de metabolitos primarios
hacia la formacion de policétidos (Donadio et al., 1991; Robinson, 1991).

En el caso de la biosintesis de chaxamicinas por S. leeuwenhoekii C34T, se predice que
ademas de AHBA y malonil-CoA, siete unidades extensoras de (S)-metilmalonil-CoA son
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el sustrato necesario para las reacciones de condensacion involucradas en esta ruta,
catalizada por el sistema de PKS (Castro, 2015; Castro et al., 2015). Por lo tanto, si se
consigue incrementar la disponibilidad de este precursor, se podria lograr incrementar la
produccion de los compuestos de interés.

Se han descrito varias rutas que conducen a la generacion de metilmalonil-CoA en
bacterias (Gottschalk, 1986). En Streptomyces, por ejemplo, el metilmalonil-CoA puede
sintetizarse a partir de la isomerizacién reversible de succinil-CoA proveniente del
ciclo del acido tricarboxilico (TCA), mediante la carboxilacion de propionil-CoA por
propionil-CoA carboxilasa (PCC) (Hunaiti & Kolattukudy, 1982; Bramwell et al., 1996;
Donadio et al., 1996), asi como puede derivarse del catabolismo de los aminoacidos
valina, metionina o treonina (Studier & Moffatt, 1986) o del n-butiril-CoA a través de la
enzima isobutiril-CoA mutasa (Zerbe-Burkhardt et al., 1998; Li et al., 2004).

En este trabajo nos enfocamos en la via de suministro de metilmalonil-CoA a partir de
succinil-CoA proveniente del TCA. La enzima responsable de esta reaccion es una
metilmalonil-CoA mutasa. El primer informe sobre la manipulacion de esta enzima para
aumentar la produccion de antibidticos fue realizado por Zhang et a.,1999, donde los
genes enddgenos de Amycolatopsis mediterranei U32, cepa productora de rifamicina SV
fueron expresados heterolégamente en Streptomyces cinnamonensis, cepa productora
del policétido monensina. Los resultados mostraron que la manipulacion a nivel
enzimatico de la metilmalonil-CoA mutasa a través de un enfoque genético podria ser un
método util para aumentar la produccion de antibidticos policétidos (Weiwen Zhang et al.,
1999).

e Sobreexpresion del gen sle22940:

Como parte de la ruta de obtencion de (S)-metilmalonil-CoA, a partir del succinil-CoA, el
GSM VR1007 desarrollado para S. leeuwenhoekii C34" arrojé que la rx0227 (N° de
reaccion en KEGG: r00833) estaba catalizada por una metilmalonil-CoA mutasa,
codificada por los genes sle28060, sle22410 o sle22940, la cual fue seleccionada como
blanco de sobreexpresion para aumentar la produccidon de las diferentes especies de
chaxamicinas. Estos genes muestran un 70 % de homologia con la subunidad 3 de la
metilmalonil-CoA mutasa con funcidon conocida en S. cinnamonensis (mutb) y
A. mediterranei U32 (mcmB). En el genoma de referencia, S. coelicolor, se observa el
mismo grado de identidad con los genes SCO4869 (mutA2) y SCO6832 (mutA).

Para dar cumplimiento al objetivo propuesto, se clono6 el gen endogeno de la subunidad
B de metilmalonil-CoA mutasa de S. leeuwenhoekii C347, sle22940. La cepa wild-type y
el mutante que sobreexpresa metilmalonil-CoA mutasa se sometieron a cultivos de
produccion en matraz de agitacion. Los resultados mostraron que la produccion total de
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chaxamicinas aumentd en un 1.4 veces en comparacion con la cepa wild-type. No hubo
diferencia significativa en el crecimiento entre la cepa recombinante y la cepa wild-type.

Este resultado se condice con el incremento del 150 % en el titulo del compuesto
antineoplasico FK506 en la cepa S. clavuligerus CKD1119, obtenido a partir de la
sobreexpresion de metilmalonil-CoA mutasa empleando el promotor fuerte constitutivo
ermE*. Un triple aumento en el nivel de metilmalonil-CoA y una disminucion de
aproximadamente 3.5 veces en el nivel de succinil-CoA, en comparacién con los niveles
presentes en la cepa salvaje se obtuvieron en este previo reporte (Mo et al., 2009). Un
resultado mas modesto se ha reportado en la cepa S. gilvosporeus ATCC 13326,
mostrando un incremento del 21 % en la produccion de natamicina (Kong et al., 2022).
De la misma forma, la sobreexpresion de los genes endogenos de A. mediterranei U32
en S. cinnamonensis, condujo a un 32 % de incremento de la produccion del antibidtico
monensina (Weiwen Zhang et al., 1999).

Diferentes analisis de las vias de obtencion de metilmalonil-CoA han demostrado que la
ruta del succinil-CoA es la principal fuente de generacién de este compuesto en la
biosintesis de diferentes antibidticos (Kellermeyer et al., 1964; Hunaiti & Kolattukudy,
1984; Weiwen Zhang et al., 1999; Vlasie & Banerjee, 2003; Reeves et al., 2007). En el
genoma de referencia, S. coelicolor, adicionalmente se evidencia un alto grado de
identidad del gen SCO5415 con la enzima isobutiril-CoA mutasa A (icmA) de funcion
conocida, involucrada en una de las rutas de obtencion de metilmalonil-CoA mediada por
el n-butiril-CoA. En S. leeuwenhoekii C34" no se encontr evidencia de la existencia de
la ruta anterior de biosintesis de metilmalonil-CoA. Adicionalmente, al forzar el GSM a
incrementar la produccion de chaxamicinas se destaca la rx0225 (N° de reaccién en
KEGG: r00405; EC: 6.2.1.5), la cual codifica para la succinil-CoA sintetasa subunidad o/3
y tiene un flujo aumentado de succinato, proveniente del metabolismo del piruvato, hacia
succinil-CoA, a partir del cual se sintetiza metilmalonil-CoA. Lo anterior sugiere que
durante la fase activa de produccion de chaxamicinas hay un redireccionamiento del
succinil-CoA hacia la ruta de obtencion de metilmalonil-CoA, en lugar de continuar hacia
el TCA.

La sobreexpresion de la enzima succinil-CoA sintetasa presente en S. leeuwenhoekii
C34T pudiera ser interesante, ya que la manipulacion del metabolismo del piruvato no
solo puede aumentar el metilmalonil-CoA, sino también el malonil-CoA; ya que el piruvato
puede controlar la sintesis de acetil-CoA en el metabolismo central del carbono, que a su
vez es un nodo importante para la sintesis del importante precursor malonil-CoA.
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e Sobreexpresion del gen s/le22570:

Adicionalmente realizamos la sobreexpresion de la enzima metilmalonil-CoA epimerasa,
la cual es codificada por el gen sle22570 (rx0228, N° de reaccion en KEGG: r02765;
EC:5.1.99.1) y es la segunda enzima involucrada en la obtencion de metilmalonil-CoA a
partir de succinil-CoA. Si bien la metilmalonil-CoA mutasa, mencionada anteriormente,
cataliza la transformacion de succinil-CoA en (R)-metilmalonil-CoA, otra enzima,
la metilmalonil-CoA epimerasa es necesaria para transformar (R)-metilmalonil-CoA en
(S)-metilmalonil-CoA, que es el sustrato con la conformacion correcta reconocida por la
PKS de biosintesis de chaxamicinas. Estudios bioquimicos vy fisiolégicos anteriores en
determinadas cepas han demostrado que la actividad de la metilmalonil-CoA epimerasa
esta al mismo nivel de importancia que la metilmalonil-CoA mutasa en la generacion de
metilmalonil-CoA (Weiwen Zhang et al., 1999).

En el presente trabajo, la modificacion de la actividad de la metilmalonil-CoA epimerasa
en S. leeuwenhoekii C347, generd un incremento en la produccion del 130 % en
comparacion con el wild-type. En la literatura no encontramos reportes sobre la
modificacion individual de esta enzima, con el objetivo de incrementar la produccién de
metabolitos especializados.

Si consideramos que ambas reacciones involucradas en la ruta de sintesis del
intermediario (S)-metilmalonil-CoA son reversibles, especulamos que al sobreexpresar la
metilmalonil-CoA mutasa (succinil-CoA hacia (R)-metilmalonil-CoA) se esta forzando a
una preferencia del succinil-CoA a convertirse en (R)-metilmalonil-CoA, el cual pareciera
estarse convirtiendo adecuadamente en (S)-metilmalonil-CoA. De igual manera, al
sobreexpresar solamente la reaccion catalizada por la metilmalonil-CoA epimerasa
deberiamos estar incrementando el flujo a través de esa reaccién, en la direccion a la
sintesis de (S)-metilmalonil-CoA. De esta manera, en ambos casos se estaria
beneficiando la direccion del succinil-CoA hacia (S)-metilmalonil-CoA. Adicionalmente,
seria interesante evaluar la influencia del medio de cultivo R3, empleado en este trabajo,
sobre el comportamiento de estas enzimas; el cual ha demostrado estar condicionado a
las diferentes condiciones de cultivo (Reeves et al., 20006).

e Sobreexpresion conjunta de los genes s/e22940y sle22570.

Para evaluar si ambas modificaciones genéticas tenian un efecto sinérgico, decidimos
construir un doble mutante, que tuviese ambos genes sobreexpresados, lo cual rindi6 el
mutante S. Jleeuwenhoekii 02222. El resultado tributd6 a un incremento de
aproximadamente 2.8 veces, con respecto a S. leeuwenhoekii C34" wild-type. Dicho
resultado refuerza la hipotesis de que la sobreexpresion conjunta de estos genes tiene
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un efecto sinérgico para aumentar la produccion de chaxamicinas, ya que pareciera que
ambas enzimas tienen similar importancia en la obtencion de (S)-metilmalonil-CoA.

El doble mutante S. leeuwenhoekii 02222 fue el mutante mas productor de chaxamicinas
totales, después del mutante S. leeuwenhoekii 011600, esta ultimo involucrado en una
reaccion directa de la via de produccidn de pro-chaxamicina. Encontramos logica en este
resultado ya que el (S)-metilmalonil-CoA es la principal unidad extensora de la PKS de
biosintesis de chaxamicinas. Sin embargo, como la reserva intracelular del precursor
metilmalonil-CoA pareciera estar regulada dinamicamente, esta hipotesis requiere
validacion, con analisis de gPCR y mediante una medicidn precisa del flujo metabdlico.

4.4.4 Influencia de la sobreexpresion del complejo propionil-CoA carboxilasa en
el incremento del pool de (S)-metilmalonil-CoA

e Sobreexpresion conjunta de los genes s/le27500 y sle39380.

Como se menciond anteriormente, una de las vias de obtencién de metilmalonil-CoA es
la carboxilacién de propionil-CoA por la PCC, sin embargo, las predicciones in silico en
S. leeuwenhoekii C34T arrojaron que el incremento de la actividad de este complejo no
era requerido para la produccion de chaxamicinas. Considerando lo anterior, decidimos
generar como control negativo un mutante que contuviese los genes codificantes para el
complejo de la PCC, resultando en el mutante S. leeuwenhoekii OP1P2. Para la obtencion
de este mutante se clonaron los genes sle27500y sle39830, los cuales muestran un 90 %
y 85% de identidad con los genes SC04926 (pccB) y SCO4381 (putativa
acetil/propionil CoA carboxilasa) en S. coelicolor, sin embargo, se ha reportado que el
complejo PCC en S. coelicolor requiere, ademas de la participaciéon del pccB, la
participacion de la enzima del complejo ACC, accA1/A2, y del gen pccE (SC04925). pccE
codifica para una proteina hipotética SCK13.17c denominada posible acil-CoA
carboxilasa subunidad g, la cual tiene un 70 % homologia con el gen sle27510, anotado
como una proteina hipotética y no incluido en el GSM VR1007.

En el mutante usado como control negativo, solamente se pudo establecer una
comparacion con respecto a la chaxamicina A, ya que los valores obtenidos para las
chaxamicinas B y C no mostraron diferencias estadisticas significativas. Se obtuvo un
41 % menos de produccion total de chaxamicinas, que el wild-type. Este resultado puede
deberse a que el propionil-CoA sea un reactante limitante de la reaccion, al ser el
unico sustrato usado para producir (S)-metilmalonil-CoA en esa reaccién. El flujo de
propionil-CoA podria encontrarse desviado hacia otras rutas del metabolismo primario y
secundario como el metabolismo de los acidos grasos, aminoacidos (valina, leucina,
isoleucina y alanina), metano, propanoato y del piruvato. El resultado obtenido en este
trabajo es consistente con una previa observacion donde la sobreexpresion de la via PCC
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no aumento la produccion de FK506 en S. clavuligerus CKD1119 luego de sobreexpresar
heter6logamente los genes de S. coelicolor en esa cepa (Mo et al., 2009).

Con los resultados obtenidos para los mutantes S. leeuwenhoekii 022940,
S. leeuwenhoekii 022570 y S. leeuwenhoekii OP1P2, especulamos que la enzima
metilmalonil-CoA mutasa sobreexpresada en S. leeuwenhoekii C34" es funcionalmente
activa y que la ruta metilmalonil-CoA mutasa/epimerasa es la principal via de obtencion
de metilmalonil CoA en esta cepa. No obstante, la modificacion de esta ruta pudiera estar
alterando otros nodos que convergen en la produccion de metilmalonil-CoA, por lo que
es necesario realizar analisis de qPCR.

4.4.5 Otros compuestos producidos por Streptomyces leeuwenhoekii C34™ y su
posible relacién con los mutantes generados

Si bien el presente trabajo esta enfocado en la sobreproduccién de los metabolitos
especializados chaxamicinas A, B y C, no se puede dejar de lado que las
sobreexpresiones generadas también pudiesen estar teniendo un efecto en la produccién
de otros metabolitos especializados. Lo anterior se especula, porque siete de las nueve
modificaciones genéticas realizadas en este trabajo también fueron encontradas, por el
GSM VR1007 como blancos de sobreexpresion para el incremento de la produccion de
chaxalactinas. El gen sle41020 es el unico blanco que tributa solamente a la produccion
de chaxamicinas, al estar involucrado unicamente en la biosintesis de la unidad iniciadora
de la biosintesis de chaxamicinas, AHBA (Razmilic et al., 2018).

En su ruta biosintética, las chaxamicinas y chaxalactinas comparten los precursores
malonil-CoA y (S)-metilmalonil-CoA, de ahi que es posible, que el aumento de la
disponibilidad de estos compuestos generada por las sobreexpresiones realizadas en
este trabajo se desviara a la sintesis de chaxalactinas; lo cual afectaria
considerablemente la produccion de chaxamicinas. Especificamente, consideramos que
esta puede ser una de las razones mas fuertes por la cual no se obtuvo un significativo
incremento de la produccion de chaxamicinas al sobreexpresar los genes codificantes
parala ACC. Considerando lo anterior los genes involucrados en la biosintesis de ambos
metabolitos deberian sobreexpresarse en una cepa que tuviera delecionado el cluster de
biosintesis de chaxalactinas.

En los resultados expuestos anteriormente se observa una importante diferencia en la
proporcion de cada chaxamicina generada por los mutantes, lo que puede deberse a la
forma de biosintesis de cada especie. Se ha propuesto que la generacion de
chaxamicina B es una ruta alternativa a la biosintesis del resto de las chaxamicinas,
iniciandose a partir de la pro-chaxamicina, al igual que la chaxamicina A. En términos
generales los mutantes evidenciaron titulos mayores de chaxamicina A, que de
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chaxamicina B; sin embargo los mutantes S. leeuwenhoekii 022570, S. leeuwenhoeKii
02222 y S. leeuwenhoekii OACC mostraron un elevado incremento de la produccion de
chaxamicina B, lo que creemos se debe al desvio de la pro-chaxamicina hacia la sintesis
de esta especie.

Considerando que la chaxamicina C se deriva de la chaxamicina A, la proporcion de
chaxamicina A que se convierte en C puede estar condicionada al tiempo en el que se
realiza la colecta de los cultivos celulares para ser procesados. Para evaluar esta
hipdtesis es aconsejable realizar cultivos de produccion con diferentes tiempos de
incubacion y evaluar si estas proporciones cambian, asimismo, esto pudiera ser
determinante en el incremento del titulo de chaxamicinas, ya que es probable que estos
valores fluctuen en el tiempo, ya sea por la escasez de nutrientes, toxicidad, entre otros
aspectos, que desconocemos en S. leeuwenhoekii C34". Un aspecto que también puede
influir es la resistencia a la presencia de chaxamicinas que ha mostrado S. leeuwenhoekii
C34T en un estudio previo (Castro, 2015), lo que indica la presencia de mecanismos de
resistencia, que deben ser estudiados para una mejor comprension del funcionamiento
del metabolismo secundario en esta cepa.

4.5 Posible efecto de la regulaciéon génica en Streptomyces
leeuwenhoekii C34" sobre la produccion de chaxamicinas

Como se ha mencionado anteriormente, suponemos que la produccion de chaxamicinas
puede variar en dependencia del tiempo y las condiciones de cultivo, este
comportamiento diferente podria reflejar la diversidad de mecanismos reguladores
metabdlicos involucrados en su biosintesis.

La produccién de metabolitos secundarios en Streptomyces generalmente coincide con
el desarrollo del micelio aéreo, en medio solido y con la entrada en fase estacionaria de
crecimiento resultado de la limitacién de nutrientes en medio liquido. La expresion de los
genes del metabolismo secundario esta controlada por diferentes familias de proteinas
reguladoras, algunas de las cuales solo se encuentran en Actinomicetos y son inducidas
por moléculas de sefalizacion intra y extracelulares. A su vez, todos los estudios
realizados hasta el momento sostienen que el nivel de expresion de estos activadores
transcripcionales es el factor principal que determina el nivel de expresién de los genes
de sintesis y consecuentemente la cantidad de metabolito secundario producido (Bibb,
2005; Van Wezel & McDowall, 2011).

Existen distintos niveles de regulacién: en el mas alto, se encuentran los genes de
regulacion global o pleiotrépicos, genes localizados fuera de los BGCs, pero relacionados
con su biosintesis, que codifican reguladores globales y actuan incrementando o
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disminuyendo los niveles de expresion (Li et al., 2006); en el nivel intermedio se ubican
los genes que afectan varias rutas de biosintesis distintas; por ultimo, en el nivel mas bajo
estan los genes reguladores localizados dentro del cluster de biosintesis del compuesto
(Lombo et al., 1999; Garcia-Bernardo et al., 2000).

En S. leeuwenhoekii C34T existen genes con alto porcentaje de identidad con reguladores
de respuesta, como el afsS. En S. coelicolor, la proteina AfsR es un regulador pleiotrépico
que posee un dominio SARP (Streptomyces Antibiotic Regulatory Protein) y juega un
papel importante como integrador de multiples sefales fisioldgicas y ambientales, que se
traducen mediante cascadas de fosforilacion. AfsR fosforilada activa la transcripcion de
afsS que codifica para una proteina que aumenta la produccién de actinorrodina,
undecilprodigiosina (red) y un antibidtico dependiente de calcio (CDA) producidos por
S. coelicolor (Atsushi et al., 1994; Lian et al., 2008). Por su parte, se ha visto que, en
S. argillaceus la inactivacion de este gen generd6 un efecto negativo sobre la produccion
del cluster biosintético de interés. Asimismo, se encuentran en el genoma de
S. leeuwenhoekii C34T genes que codifican para los reguladores bldA, bldB, bldC y bldG,
los cuales son genes de regulacion global en S. coelicolor y controlan tanto la
diferenciacion morfolégica, como la biosintesis de antibioticos (Li et al, 2006). El
regulador de la biosintesis de actinorrodina en S. coelicolor mas conocido, ActllORF4 no
se encontrd en el genoma de S. leeuwenhoekii C347.

ElI BGC de chaxamicinas de S. leeuwenhoekii C34T codifica para dos supuestas proteinas
reguladoras transcripcionales, CxmY'y CxmZ. CxmY parece funcionar como un dominio
de unidn al ADN especifico de secuencia y comparte homologia de secuencia
aminoacidica con los reguladores transcripcionales Rif-Orf36 de A. mediterranei y Orf5
de Streptomyces sp. CS, los cuales producen rifamicinas y naftomicinas,
respectivamente. Hasta el momento no se ha determinado la funcién de estos
reguladores de respuesta en la biosintesis de los antibidticos de interés (Galperin, 2010).

Por su parte, CxmZ es otra proteina reguladora, homologa a la encontrada en los
sistemas reguladores de dos componentes de histidina quinasa, en S. coelicolor. Sin
embargo, no contiene los aminoacidos fosforilados caracteristicos de los dominios
receptores de un regulador de respuesta tipico. Al no contar con todos los residuos de
aminoacidos conservados para ser fosforilados como un dominio receptor tipico se
sugiere que pertenece a los reguladores de respuesta atipicos. En principio, los
reguladores atipicos pueden activarse al unirse al producto final o a intermediarios
biosintéticos tardios de metabolitos secundarios, como los antibidticos (Liu et al., 2013).
El papel regulador de las proteinas CxmY'y CxmZ en la biosintesis de chaxamicinas debe
determinarse experimentalmente, lo cual seria determinante para controlar la produccion
de los diferentes metabolitos especializados producidos por esta cepa.
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4.6 Ensayos de bioactividad contra Bacillus subtilis y Micrococcus
luteus

En este trabajo se llevaron a cabo ensayos de actividad antibidtica como experimento
complementario a los resultados obtenidos mediante la cuantificacion por HPLC de cada
chaxamicina. Con este experimento se esperaba ver un incremento en la capacidad
antibacteriana de los mutantes derivados de S. leeuwenhoekii C347.

Como control positivo se empled rifampicina, por la similitud estructural a las
chaxamicinas. El mecanismo de accion de la rifampicina es unirse a la ARN polimerasa
e interferir durante el proceso de replicacion y sintesis del acido nucleico (Quirés-Roldan
et al., 2001; Kocagoz et al., 2005; Said-Fernandez et al., 2005). La ARN polimerasa es
un complejo oligomérico compuesto por las subunidades a, B, f’ y 0; codificadas por los
genes rpoA, rpoB, rpoC y rpoD, respectivamente, siendo rpoB el gen sensible al efecto
de la rifampicina (Campbell et al., 2001).

En los resultados obtenidos en este trabajo se observa que, el grado de inhibicion
generado por los mutantes derivados de S. leeuwenhoekii C34" al emplear B. subtillis es
significativamente inferior, al generado al usar M. luteus; lo cual debe estar relacionado a
los mecanismos de resistencia que genera cada microorganismo indicador ante la
presencia de chaxamicinas y rifampicina.

Se ha demostrado que mutaciones en rpoB producen cambios conformacionales en la
subunidad B de la ARN polimerasa, disminuyendo la afinidad por la rifampicina y
otorgando resistencia al farmaco (WHO Report, 2008; Zenteno-Cuevas et al., 2009;
Zhang et al., 2005). En el caso de M. luteus, este no tiene los residuos de aminoacidos
necesarios para la resistencia a la rifampicina en las posiciones esperadas, siendo un
microorganismo indicador para este antibiotico (Castro, 2015; Castro et al., 2015). Por lo
anterior, los resultados obtenidos eran esperables.

Ademas del clasico mecanismo de resistencia a rifampicina, mediante alteraciones en su
blanco directo, el gen rpoB se han descrito mecanismos de resistencia en diferentes
cepas de B. subtilis mediante desfosforilacion, decoloracion (Dabbs et al., 1995), o por la
induccion de la respuesta de estrés general dependiente del factor regulador o (Bandow
et al., 2002). Los mecanismos moleculares por los cuales ocurre la resistencia no se han
dilucidado completamente, pero variantes de rifampicina con ningun efecto
antibactericida se han aislado de diferentes especies de B. subtilis y similares, como
B. cereus, luego del tratamiento con este antibidtico (Dabbs et al., 1995).

Con respecto a la bioactividad observada en S. leeuwenhoekii C34T, un incremento en el
tamafno de los halos de inhibicion se observa en las muestras provenientes de
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sobrenadantes de las cepas modificadas. Lo anterior sugiere el incremento del titulo de
chaxamicinas en los mutantes con respecto al wild-type. Sin embargo, estos incrementos
no se condicen con los resultados obtenidos mediante la cuantificacion de chaxamicinas
por HPLC, lo cual puede estar relacionado con varios factores a destacar a continuacion.

En primer lugar, la cepa wild-type de S. leeuwenhoekii C34" produce, ademas de las
chaxamicinas, otros metabolitos especializados con actividad antibidtica, como la
higromicina A, la 5"-dihidrohigromicina A y las chaxalactina A—C (Rateb et al., 2011b). Es
probable que estos compuestos estén contribuyendo al incremento de los halos de
inhibicion del crecimiento observado en las cepas recombinantes de S. leeuwenhoekii
C34T evaluadas en este trabajo.

Especificamente, las chaxalactinas A-C comparten dos precursores biosintéticos con las
chaxamicinas, y los blancos de sobreexpresién usados en este trabajo para generar los
diferentes mutantes, también fueron predichos como necesarios para el incremento de la
produccion de chaxalactinas. Dado lo anterior, especulamos que el incremento de la
bioactividad que se observa en los resultados de este trabajo esta condicionado
principalmente por el incremento de la produccién de chaxamicinas, y el posible
incremento en la produccién de chaxalactinas en los mutantes generados. En este
sentido, las mutaciones realizadas en este trabajo deben evaluarse en una cepa que
tenga delecionado el cluster de chaxalactinas, de manera que no ocurran desvios de
precursores hacia esa ruta biosintética. Adicionalmente, la purificacién de los estandares
de chaxalactinas mediante HPLC-MS/MS, NMR y HPLC preparativa permitiria evaluar,
ademas del incremento del titulo de chaxamicinas, cual es el comportamiento de la
produccion de chaxalactinas en los mutantes generados.

Adicionalmente, es importante destacar, que en este trabajo no fue posible cuantificar la
chaxamicina D ya que no contabamos con el estandar requerido. Dado lo anterior, en los
bioensayos realizados estamos viendo una sumatoria del efecto de las chaxamicinas A,
B, C y D, siendo esta ultima la chaxamicina con la mayor actividad antibiotica reportada
(Rateb et al., 2011a), lo cual puede explicar el por qué no se observd una correlacion
entre los resultados obtenidos mediante HPLC con el grado de inhibicion observado en
cada mutante de sobreexpresion generado. Para dar respuesta al problema anterior, a
partir de una muestra de sobrenadante de cultivo altamente concentrado de
S. leeuwenhoekii C347, debe ser identificada y purificada la chaxamicina D mediante
HPLC-MS/MS, NMR y HPLC preparativo, con el objetivo de poder usarla como estandar.

Los resultados presentados en este trabajo muestran que la prueba de difusién con
discos de sensibilidad antibidética es una herramienta cualitativa, indicadora de los
posibles pasos a seguir para darle continuidad a la presente investigacion.
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5. Conclusiones

1. Los resultados de esta investigacion permiten concluir que es posible incrementar la
produccion de los compuestos chaxamicina A, chaxamicina B y chaxamicina C por
S. leeuwenhoekii C34" cultivado en medio R3. Asimismo, el método cromatografico
desarrollado en este trabajo permiti6 determinar y cuantificar las compuestos
chaxamicina A, chaxamicina B y chaxamicina C desde el sobrenadante de cultivo de
S. leeuwenhoekii C34T en medio R3.

2. En este trabajo se desarroll6 un método por HPLC que permitié separar los
compuestos chaxamicina A, chaxamicina B y chaxamicina C de otros metabolitos
secundarios presentes en el sobrenadante de cultivo de S. leeuwenhoekii C34T
cuando es cultivado en medio R3. Asimismo, este método permitié efectuar una
cuantificacion relativa de los compuestos chaxamicina A, chaxamicina B y
chaxamicina C empleando rifampicina como estandar interno.

3. Cabe sefalar que durante el desarrollo de este trabajo, se conté con una escasa
cantidad de estandares de chaxamicina A, chaxamicina B y chaxamicina C, cuya
concentracion era desconocida, de manera que no fue posible emplearlos para
cuantificar los compuestos chaxamicinas desde el medio de cultivo. Sin embargo, el
uso de los estandares de chaxamicina A, chaxamicina B y chaxamicina C fue critico
en el desarrollo del método de cuantificacion por HPLC, ya que permitio identificar el
patrbn de absorbancia de los compuestos chaxamicina A, chaxamicina B y
chaxamicina C en diferentes longitudes de onda, ademas del tiempo de retencion de
estos compuestos en diferentes fases mdviles. Por otro lado, los estandares de
chaxamicina A, chaxamicina B y chaxamicina C sin concentracion conocida
permitieron conocer el patron de fragmentacion de los mismos mediante la técnica
de HPLC-MS/MS, lo que permitié identificar los compuestos chaxamicina A,
chaxamicina B y chaxamicina C en el medio de cultivo de S. leeuwenhoekii C347 y
de sus mutantes mediante esta técnica.
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4. En este trabajo se demostré que es posible correlacionar la cantidad de
chaxamicina A, chaxamicina B y chaxamicina C presente en el medio de cultivo
empleando cantidades conocidas de rifampicina. Rifampicina es un compuesto que
presenta similitudes a nivel de estructura molecular y de polaridad con las
chaxamicinas estudiadas. El método cromatografico desarrollado en este trabajo
permitié separar rifampicina de los compuestos chaxamicinas y otros compuestos
secretados por S. leeuwenhoekii C34T cultivado en medio R3. De esta forma, la
cuantificacion relativa de chaxamicina A, chaxamicina B y chaxamicina C se ejecuto
correlacionando las areas bajo la curva de los picos de las chaxamicinas, respecto
de las areas bajo la curva de una curva de calibracion de rifampicina

5. En los sobrenadantes de cultivo de los mutantes S. leeuwenhoekii O11600,
S. leeuwenhoekii 011610, S. leeuwenhoekii 041020, S. leeuwenhoekii 022570,
S. leeuwenhoekii 022940 y S. leeuwenhoekii 02222 se evidencia un incremento en
la produccion de los compuestos chaxamicina A, chaxamicina B y chaxamicina C.
Por otro lado, en el sobrenadante de cultivo de los mutantes S. leeuwenhoekii OACC,
S. leeuwenhoekii 016220 y S. leeuwenhoekii OP1P2 se observo un menor titulo de
chaxamicina C. Asimismo, en el medio de cultivo del mutante S. leeuwenhoekii
OP1P2 se observd una disminucion en el titulo de chaxamicina A; asi como una
disminucion de la produccidn de chaxamicinas totales con respecto al wild-type en
las mismas condiciones de cultivo.

6. La sobreexpresion del gen sle171600 en S. leeuwenhoekii C34T fue la mutacién mas
efectiva en incrementar la produccion de chaxamicinas A y C, asi como de
chaxamicinas totales. Esta mutacion aumenté la produccion de chaxamicinas totales
6.6 veces, respecto de la produccion basal observada en el wild-type en las mismas
condiciones de cultivo. Asimismo, esta mutacion incrementd la produccion de
chaxamicina A en 13.2 veces; de chaxamicina B en 1.2 veces, y de chaxamicina C
en 3.3 veces. Esta mutacion fue predicha in silico por el GSM VR1007 como
promisoria para aumentar la produccion de chaxamicinas. Estos resultados sugieren
que esta mutacidon genera un incremento de los intermediarios B-fructosa 6-fosfato,
gliceraldehido 3-fosfato y eritrosa 4-fosfato, este ultimo importante en la biosintesis
del precursor de chaxamicinas, AHBA. Ademas, el incremento del intermediario de la
ruta de biosintesis de AHBA, iminoeritrosa 4-fosfato, genera un incremento de la
produccion de chaxamicinas. Por lo tanto, la prediccion del modelo VR1007 respecto
de esta mutacién fue acertada para aumentar la produccion de chaxamicinas.

7. La sobreexpresion del gen sle11670 incrementd 2.3 veces la produccion de
chaxamicina A, 0.7 de chaxamicina B y 2.9 de chaxamicina C, superando la
produccion total de chaxamicinas del wild-type en 2.4 veces al ser cultivados en las
mismas condiciones. El GSM VR1007 predijo que este gen era promisorio para

aumentar la produccion de chaxamicinas. Los resultados sugieren que esta mutacion
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10.

11.

genera un incremento de los intermediarios B-fructosa 6-fosfato y eritrosa 4-fosfato,
este ultimo importante en la biosintesis del precursor de chaxamicinas, AHBA,
generando un incremento de la produccion de chaxamicinas. ElI mutante
S. leeuwenhoekii 011610 fue el tercero que mas incrementd la concentracion de
chaxamicinas, por lo tanto, la prediccion del modelo VR1007 respecto de esta
mutacion fue acertada.

La sobreexpresion del gen sle41020 incrementd 1.7 veces la produccion de
chaxamicina A, 1.5 veces de chaxamicina B y 0.4 veces de chaxamicina C;
mostrando un incrementd del 100 % de la produccién total de chaxamicinas, respecto
a la produccion basal del wild-type en las mismas condiciones de cultivo. Esta
mutacion fue predicha por el GSM NVR1007 como prometedora para aumentar la
produccion de chaxamicinas. Los resultados sugieren que esta modificacidn genera
un incremento del intermediario UDP-glucosa, sustrato inicial de la ruta de biosintesis
del precursor de chaxamicinas, AHBA, incrementandose la concentracién de
chaxamicinas. Por lo anterior la prediccion de esta mutacion por el modelo VR1007
fue acertada para aumentar la produccién de chaxamicinas.

La sobreexpresion del gen sle22940 incrementd 1.7 veces la produccion de
chaxamicina A, 1.9 veces de chaxamicina B y 1.1 veces de chaxamicina C, respecto
a la produccion basal del wild-type en las mismas condiciones de cultivo, con un
incremento del titulo total de chaxamicinas de 1.4 veces. Esta modificacion fue
predicha por el GSM VR1007 como promisoria para la optimizacién de la produccion
de chaxamicinas. Los resultados sugieren que esta mutacion incrementa el
intermediario (R)-metilmalonil-CoA, aumentando la produccion del precursor de
chaxamicinas, (S)-metilmalonil-CoA y por tanto la produccion de chaxamicinas.
Respecto a esta mutacién se valida la prediccion del GSM VR1007.

La sobreexpresion del gen sle22570 incrementd 1.2 veces la produccion de
chaxamicina A, 3.2 veces de chaxamicina B y 0.9 veces de chaxamicina C, con un
incremento de 1.3 veces la produccién total de chaxamicinas, respecto a la
produccion basal del wild-type en las mismas condiciones de cultivo. Esta mutacion
fue predicha por el GSM VR1007 como efectiva para mejorar la produccion de
chaxamicinas. Los resultados sugieren que esta mutacion incrementa directamente
la produccion de (S)-metilmalonil-CoA, precursor de la biosintesis de chaxamicinas,
incrementando la produccién de las mismas. La prediccion de esta mutacion por el
modelo VR1007 fue acertada para aumentar la produccion de chaxamicinas.

El mutante S. leeuwenhoekii 02222, que contiene los genes sle22940 y sle22570
incrementd 3.9 veces la produccion de chaxamicina A, 2.4 veces de chaxamicina By
2.2 veces de chaxamicina C, con incremento de 2.8 veces la produccion total de
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chaxamicinas, respecto a la produccion basal del wild-type cultivado en las mismas
condiciones. El incremento de la produccion de chaxamicinas de este doble mutante
de sobreexpresion, respecto a las mutaciones individuales, sugiere un efecto
sinérgico de las mismas, lo que potencia la formacion del precursor de chaxamicinas,
(S)-metilmalonil-CoA, incrementando la produccion de chaxamicinas y validando las
predicciones del modelo VR1007.

La sobreexpresion del complejo de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) incremento la
produccion de chaxamicina A en un 80 % y de chaxamicina B en un 230 %, no
observandose cambios en la produccion de chaxamicina C. Un incremento del 60 %
de la produccion total de chaxamicinas se observo, respecto a la produccion basal
del wild-type en las mismas condiciones de cultivo. Esta mutacion fue predicha por el
modelo VR1007 como prometedora para aumentar la produccion de chaxamicinas.
Los resultados obtenidos sugieren que la sobreexpresion del complejo ACC
incrementa la produccion del precursor de chaxamicinas, malonil-CoA, aumentando
la produccion de las mismas. La prediccidn del modelo VR1007 respecto de esta
mutacién fue acertada para aumentar la produccion de chaxamicinas.

El mutante S. leeuwenhoekii 016220 incremento la produccion de chaxamicina A en
un 24 %, de chaxamicina B en un 90 %, mientras que la chaxamicina C disminuyo un
10 % su produccion, respecto de la produccion basal del wild-type en las mismas
condiciones de cultivo. Un incremento del 15 % se observo en la produccion de
chaxamicinas totales. De acuerdo al GSM N/R1007 la sobreexpresion de este gen
aumentaria la produccion de chaxamicinas. Los resultados sugieren que el
incremento del bicarbonato tiene un efecto positivo en la produccién del precursor de
chaxamicinas, malonil-CoA, generando un incremento en la produccion de las
mismas. La capacidad predictiva in silico del GSM VR1007 se validé con este
resultado.

El mutante S. leeuwenhoekii OP1P2 generd un incremento del 10 % de
chaxamicina B, y decrementos del 50 % de las chaxamicina A y C; con una
disminuciéon del 41 % del titulo de chaxamicinas totales, respecto a la produccién
basal del wild-type en las mismas condiciones de cultivo. Los resultados sugieren
que, a pesar de ser una mutacidn importante en la obtencion del precursor de
chaxamicinas, S-metilmalonil-CoA, esta influye negativamente en la produccion de
las mismas. Esta modificacion no estaba contemplada en las predicciones del
GSM NVR1007, lo cual permitira afadir informacion al mismo, reafirmando su
efectividad para seleccionar blancos de sobreexpresion que permitan mejorar el titulo
de chaxamicinas en S. leeuwenhoekii C347.
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15. Como resultado de la cuantificacion mediante HPLC de los compuestos chaxamicina

16.

A, chaxamicina B y chaxamicina C se observo menor concentracion de estos analitos
en las muestras provenientes de extractos micelares, que las presentes en el
sobrenadante de cultivo, lo cual es consistente con lo reportado en la literatura para
compuestos con actividad antibidtica.

Un incremento moderado de la bioactividad de los concentrados de sobrenadante de
cultivo sobre los microorganismos Micrococcus luteus ATCC 4698 y Bacillus subtilis
EC1524 se evidencio en todos los mutantes de sobreexpresién, con respecto al wild-
type, siendo observado mejor en los bioensayos contra Micrococcus luteus ATCC
4698. Estos resultados sugieren que el aumento de la produccion de chaxamicinas
observado mediante HPLC genera un incremento en la bioactividad de los mutantes
obtenidos; sin embargo, se evidencia que este tipo de ensayo no cuenta con la
sensibilidad necesaria para arrojar diferencias de bioactividad certeras entre los
mutantes generados y el wild-type.
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Anexo

Mapa de vectores y construcciones
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Figura A1: Mapa del plasmido integrativo plJ12551. Se utiliza para la clonacion de genes
bajo el control transcripcional del promotor fuerte constitutivo ermE* y seleccion por
resistencia al antibidtico apramicina. Se resaltan en negro y cursivas los nombres de las
enzimas que reconocen sitios unicos de escision. En gris se representan los sitios de
restriccion bloqueados por metilacion. Los sitios de corte romos se resaltan en verde.
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Figura A2: Mapa del constructo p41020, derivado de plJ12551. El plasmido p41020
contiene el gen enddégeno de Streptomyces leeuwenhoekii C347, sle41020, bajo el control
transcripcional del promotor fuerte constitutivo ermE™*. Se resaltan en negro y cursivas los
nombres de las enzimas que reconocen sitios unicos de escision. En gris se representan
los sitios de restriccion bloqueados por metilacion. Los sitios de corte romos se resaltan
en verde
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Bsu361

Pcil
Ahdl
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Figura A3: Mapa del constructo p16220, derivado de plJ12551. El plasmido p16220
contiene el gen endogeno de Streptomyces leeuwenhoekii C34T, sle 16220, bajo el control
transcripcional del promotor fuerte constitutivo ermE*. Se resaltan en negro y cursivas los
nombres de las enzimas que reconocen sitios unicos de escision. En gris se representan
los sitios de restriccion bloqueados por metilacidon. Los sitios de corte romos se resaltan
en verde
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Figura A4: Mapa del constructo pACC derivado de plJ12551. El plasmido pACC contiene
los genes endogenos de Streptomyces leeuwenhoekii C347, sle47660 y sle27560, bajo
el control transcripcional del promotor fuerte constitutivo ermE™*. Se resaltan en negro y
cursivas los nombres de las enzimas que reconocen sitios unicos de escision. En gris se
representan los sitios de restriccion bloqueados por metilacion. Los sitios de corte romos
se resaltan en verde
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Figura A5: Mapa del constructo p27500 derivado de plJ12551. El plasmido p27500
contiene el gen endogeno de Streptomyces leeuwenhoekii C34T, sle27500, bajo el control
transcripcional del promotor fuerte constitutivo ermE*. Se resaltan en negro y cursivas los
nombres de las enzimas que reconocen sitios unicos de escision. En gris se representan
los sitios de restriccion bloqueados por metilacion. Los sitios de corte romos se resaltan
en verde.
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Figura A6: Mapa del plasmido integrativo plJ10257. Se utiliza para la clonacion de genes
bajo el control transcripcional del promotor fuerte constitutivo ermE* y seleccion por
resistencia al antibiotico higromicina. Se resaltan en negro y cursivas los nombres de las
enzimas que reconocen sitios unicos de escision. En gris se representan los sitios de
restriccion bloqueados por metilacion. Los sitios de corte romos se resaltan en verde.
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Figura A7: Mapa del constructo p11610, derivado de plJ10257. El plasmido p11610
contiene el gen endogeno de Streptomyces leeuwenhoekii C34T, sle11610, bajo el control
transcripcional del promotor fuerte constitutivo ermE*. Se resaltan en negro y cursivas los
nombres de las enzimas que reconocen sitios unicos de escision. En gris se representan
los sitios de restriccion bloqueados por metilacion. Los sitios de corte romos se resaltan
en verde
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Ascl (4273)

Figura A8: Mapa del constructo p39830 derivado de plJ10257. El plasmido p39830
contiene el gen endogeno de Streptomyces leeuwenhoekii C34T, sle39830, bajo el control
transcripcional del promotor fuerte constitutivo ermE™*. Se resaltan en negro y cursivas los
nombres de las enzimas que reconocen sitios unicos de escision. En gris se representan
los sitios de restriccion bloqueados por metilacion. Los sitios de corte romos se resaltan

en verde
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PfIFI - Tth1111 (41)
‘ Pvul (323)

Bsal (487)

' NdeI (549)

/- Pacl (573)

~BamHI (606)

< NotI - SacII (613)
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‘ Y Apal* (2905)
(2917) Bmtl Nhel (2913)

(3465) Mrel - SgrAl

Figura A9: Mapa del plasmido integrativo pKAS1. Se utiliza para la clonacion de genes
bajo el control transcripcional del promotor fuerte constitutivo kasO* y seleccion por
resistencia al antibidtico apramicina. Se resaltan en negro y cursivas los nombres de las
enzimas que reconocen sitios unicos de escision. En gris se representan los sitios de
restriccion bloqueados por metilacion. Los sitios de corte romos se resaltan en verde.
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OV17 (535 ..566)

(7237) BspDI* - Clal*
BsrGI (794)

(7078) Rsrl

Nrul (1327)
FspAI (1333)

(6353) Bcll*

p11600
7937 bp

PhIC31 attp gjp

BstAPI (2193)

(5827) SphI

|
o

Acc651 (2474)
Kpnl (2478)

OV18 (2620 ..2657)

Pacl (2659)
BamHI (2692)
NotI (2699)
EcoRV (2712)
OV17 (2930 ..2946)

Pcil (3071)

(5551) Mrel - SgrAl

(5003) BmtI
(4999) Nhel
(4991) Apal*
(4987) PspOMI*

(4890 .. 4906) OV18
(4724) BipI

(4356) Xcml

Figura A10: Mapa del constructo p11600, derivado de pKAS1. El plasmido p11600
contiene el gen endogeno de Streptomyces leeuwenhoekii C34T, sle 11600, bajo el control
transcripcional del promotor fuerte constitutivo kasO*. Se resaltan en negro y cursivas los
nombres de las enzimas que reconocen sitios unicos de escision. En gris se representan
los sitios de restriccion bloqueados por metilacion. Los sitios de corte romos se resaltan

en verde
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(41) PFIFI - Tth1111 Pvul (323)
(5891) Xmnl

Bsal (487)

OV5 (548 ..571)
Ndel (549)
BstAPI (682)
SaclIl (852)

(5638 .. 5648) OV5
(5558) BspDI* - Clal*

(5399) RsAI

EcoRV (1033)
OV6 (1013 ..1036)

Phag »

Pcil (1392)

p22570

(4674) Bcll* 6258 bp
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ApalLl (1706)
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|\
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(4171) AatIl
(4169) Zral
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Alel - MsIT (2837)
(3320) Nhel EcoNI (2887)

(3312) Apal* BstXI (3040)
(3308) PspOMI* BIpI (3045)

(3324) Bmtl

Figura A11: Mapa del constructo p22570 derivado de pKAS1. El plasmido p22570
contiene el gen endogeno de Streptomyces leeuwenhoekii C34T, sle22570, bajo el control
transcripcional del promotor fuerte constitutivo ermE*. Se resaltan en negro y cursivas los
nombres de las enzimas que reconocen sitios unicos de escision. En gris se representan

los sitios de restriccion bloqueados por metilacion. Los sitios de corte romos se resaltan
en verde
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(12) MauBI EcoRV (20)
(6430) "Spel, Pvull (203)

\ |/ /
(6038) Agel \ /
ge \ \\ / /
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ane T181yg

205

(4611) Xbal- T MsIT (1882)

(4497) Ncol
(4436) SphI”

\_ Csil - SexAI* (2218)
_ BsiWI (2312)

__ BclT* (2372)

. Eco53kI (2456)

Sacl (2458)

Nrul (2623)

| %

J ]
AN N
(3400) BsaAI - Pmi1~ _~ / | | \\ POMES 1270%)

(3329) AvrIl [
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Figura A12: Mapa del plasmido integrativo pKAS2. Se utiliza para la clonacion de genes
bajo el control transcripcional del promotor fuerte constitutivo kasO* y seleccion por
resistencia al antibiotico higromicina. Se resaltan en negro y cursivas los nombres de las
enzimas que reconocen sitios unicos de escision. En gris se representan los sitios de
restriccion bloqueados por metilacion. Los sitios de corte romos se resaltan en verde.
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(7586) Spel

MauBI (12)

EcoRV (20)
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Figura A13: Mapa del constructo p22940 derivado de pKAS2. El plasmido p22940
contiene el gen enddégeno de Streptomyces leeuwenhoekii C347, sle22940, bajo el control
transcripcional del promotor fuerte constitutivo kasO*. Se resaltan en negro y cursivas los
nombres de las enzimas que reconocen sitios unicos de escision. En gris se representan
los sitios de restriccion bloqueados por metilacion. Los sitios de corte romos se resaltan

en verde
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GIBSON
ASSEMBLY

Insert between DNA ends Overlap and insert
3 .. 6064 1..953
<NdeI> <NdeI>
‘ —
3 6064 1 953
aq@ 12 |
MCS ori acc(3)IV| | MCS
oriT  PhiC31 attP site Fragment
953 bp
pIJ12551-Ndel
6064 bp
Amplify 4.803.133 .. 4.804.055 using:
PCR
Cut at ov1il
LINEARIZE Ndel (764) ov12
OV11 OV12

4.803.13314.804.055

Streptomyces leeuwenhoeki...ain C34 GenBank LN831790
7.903.895 bp

pIJ12551
6064 bp

Figura A14: Secuencia de construccion del plasmido p41020. A partir del DNA genémico
de Streptomyces leeuwenhoekii C347, el gen sle41020 fue amplificado con los cebadores
OV11-OV12 e insertado en el plasmido plJ12551, previamente linealizado con la enzima
de restriccion Nde/, mediante la técnica de Gibson Assembly. Este constructo se empled
para la generacion de la cepa recombinante Streptomyces leeuwenhoekii O41020.
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p16220
6644 bp

Insert between DNA ends

GIBSON
ASSEMBLY

3..6064
‘<Ndel> ‘<Ndel>
3 6064
D 1 |
MCS ori acc(3)IV | | MCS

oriT  PhiC31 attP site

pIJ12551-Ndel
6064 bp

Cut at

LINEARIZE Ndel (764)

pIJ12551
6064 bp

Overlap and insert
1..623

1 623
Fragment
623 bp

Amplify 1.997.909 .. 1.998.490 using:
PCR | ovo
Oov10

Oov9 _0V10
‘ 1.998.490

Streptomyces leeuwenhoeki...ain C34 GenBank LN831790
7.903.895 bp

Figura A15: Secuencia de construccion del plasmido p16220. A partir del DNA genémico
de Streptomyces leeuwenhoekii C347, el gen sle 16220 fue amplificado con los cebadores
OV9-0OV10 e insertado en el plasmido plJ12551, previamente linealizado con la enzima
de restriccion Nde/, mediante la técnica de Gibson Assembly. Este constructo se empled
para la generacion de la cepa recombinante Streptomyces leeuwenhoekii O16220.
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GIBSON
ASSEMBLY

Insert between DNA ends Overlap and insert Flip, overlap and insert
3..6064 1..1806 1..1398

<NdeI> <NdeI>

\ |
S
1806 1 1398

raD 1Em T

MCS ori acc(3)IV | | MCS
oriT  PhiC31 attP site

Fragment 1 Fragment 2
1806 bp 1398 bp
pIJ12551-Ndel
6064 bp
Cut at Amplify 3.323.540 .. 3.325.316 using: Amplify 5.612.604 .. 5.613.971 using:
ut a
LINEARIZE Ndel (764) PCR|ov13 PCR|ov15
ovi4 ovie
NdeI
0ovi3 ovi4 0V1ie6 OV15
S i
3.323.54013.325.316 5.612.604 1
Streptomyces I ki...ain C34 LN831790 Streptomyces leeu ki...ain C34 k LN831790
7.903.895 bp 7.903.895 bp

pIJ12551
6064 bp

Figura A16: Secuencia de construccion del plasmido pACC. A partir del DNA gendmico
de Streptomyces leeuwenhoekii C347, los genes sle27560 y sle47660 fueron
amplificados con los cebadores OV13-OV14 y OV15-OV16, respectivamente, e
insertados en el plasmido plJ102551, previamente linealizado con la enzima de
restriccion Ndel/, mediante la técnica de Gibson Assembly. Este constructo se empled
para la generacion de la cepa recombinante Streptomyces leeuwenhoekii O11600.
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HindIII

p11610
7933 bp
INSERT Replace Insert
FRAGMENT Ndel (3480) — HindIII (3520) ]NdeI (7) — HindIII (1310)

Ndel HindII1

[ sle_11610 >

Fragment
1318 bp

Amplify 1.436.172 .. 1.437.475 using:

PCR |ov1
ov2
OVv1i OVv2
HindIII Ndel 11.437.475
Streptomyces leeuwenhoeki...ain C34 GenBank LN831790
pIJ10257 7.903.895 bp

6670 bp

Figura A17: Secuencia de construccion del plasmido p11610. A partir del DNA genémico
de Streptomyces leeuwenhoekii C347, el gen sle11610 fue amplificado con los cebadores
OV1-OV2 vy ligado al plasmido p10257, previamente digerido con las enzimas de
restriccion Ndel/ y Hind/ll. Este constructo se empled para la generacién de la cepa
recombinante Streptomyces leeuwenhoekii O11610.
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HindIII
Ndel

INSERT

FRAGMENT]| Replace

Ndel (3480) — HindIII (3520)

HindIII Ndel

pIJ10257
6670 bp

Insert
Ndel (5) — HindIII (1974)

Ndel HindIII

| sle_39830 > '
sle_39840

Fragment
1982 bp

Amplify 4.678.558 .. 4.680.523 using:

PCR |ov3
ov4

ov3 0ov4

4.678.558 ‘4.680.523

Streptomyces leeuwenhoeki...ain C34 GenBank LN831790

7.903.895 bp

Figura A18: Secuencia de construccion del plasmido p39830. A partir del DNA gendmico
de Streptomyces leeuwenhoekii C347, el gen sle39830 fue amplificado con los cebadores
OV3-OV4 y ligado al plasmido plJ10257, previamente digerido con las enzimas de
restriccion Nde/ y Hind//l. Este constructo, junto con el p27500 se emple6 para la
generacion de la cepa recombinante Streptomyces leeuwenhoekii OP1P2.
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GIBSON
ASSEMBLY

3..5851

<NdeI> <NdeI>

\
5851

|13¢» = |

MCS ori acc(3)IV | | MCS
oriT  PhiC31 attP site

pKAS1-Ndel
5851 bp

Cut at
Ndel (549)

LINEARIZE

Ndel

kasOﬁ

pKAS1
5851 bp

Insert between DNA ends

Overlap and insert
1..2123

1 2123
sle_11600

Amplify 1.434.077 .. 1.436.164 using:

PCR |ov17
ov1s

Ov17 0OvVi8

11.436.164

Streptomyces leeuwenhoeki...ain C34 GenBank LN831790
7.903.895 bp

Figura A19: Secuencia de construccion del plasmido p11600. A partir del DNA genémico
de Streptomyces leeuwenhoekii C347, el gen sle 11600 fue amplificado con los cebadores
OV17-OV18 e insertado en el plasmido pKAS1, previamente linealizado con la enzima
de restriccion Nde/, mediante la técnica de Gibson Assembly. Este constructo se empled
para la generacion de la cepa recombinante Streptomyces leeuwenhoekii O11600.
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Ndel

EcoRV

INSERT

FRAGMENT]| Replace

Ndel (549) — EcoRV (626)

Ndel
EcoRV

pKAS1
5851 bp

Insert
NdeI (5) — EcoRV (489)

Ndel fcoRV
Fragment
497 bp

Amplify 2.776.948 .. 2.777.425 using:
PCR | ovs
oveé

OV5 0V6

2.776.94812.777.425

Streptomyces leeuwenhoeki...ain C34 GenBank LN831790

7.903.895 bp

Figura A20: Secuencia de construccion del plasmido p22570. A partir del DNA genémico
de Streptomyces leeuwenhoekii C347, el gen sle22570 fue amplificado con los cebadores
OV5-OV6 y ligado al plasmido pKAS1, previamente digerido con las enzimas de
restriccion Nde/ y EcoRV. Este constructo se emple6 para la generacion del mutante

Streptomyces leeuwenhoekii 022570 vy del

leeuwenhoekii 02222.
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GIBSON
ASSEMBLY

Insert between DNA ends Overlap and insert
3 .. 6467 1..1193
‘<NdeI> ‘<NdeI>
3 6467 1 1193
1= a4 @ | sle 22540
MSC oriT| | ori hyg MSC
PhiBT1 attP site phage ¢BT1 integrase Fragment
1193 bp
pKAS2-Ndel
6467 bp
Amplify 2.815.485 .. 2.816.642 using:
LINEARIZE (N:Lételat3275 PCR |ovi9
( ) ov20

ovi1i9 0Vv20

2.815.48512.816.642

Streptomyces leeuwenhoeki...ain C34 GenBank LN831790
7.903.895 bp

Ndel

pKAS2
6467 bp

Figura 21: Secuencia de construccion del plasmido p22940. A partir del DNA gendmico
de Streptomyces leeuwenhoekii C347, el gen sle22940 fue amplificado con los cebadores
0OV19-0OV20 e insertado en el plasmido pKAS2, previamente linealizado con la enzima
de restriccion Nde/, mediante la técnica de Gibson Assembly. Este constructo se empled
para la generacion del mutante Streptomyces leeuwenhoekii 022940 y del doble
recombinante Streptomyces leeuwenhoekii O2222.
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2x YT

A

ACC

ADN

ADP
AHBA
Amino-F6P

AminoDAHP

AMP
AMR
ARN
ATCC
ATP
attB
attP
BCC
BGC
C

CoA
COVID-19
Da
DAHP
DGAT
DMSO
dNTP

Abreviaturas y simbolos

Dos veces extracto de levadura-triptona
Adenina

Acetil-CoA carboxilasa

Acido desoxirribonucleico

Adenosin difosfato

Acido 3-amino-5-hidroxibenzoico
Aminofructosa 6-fosfato

4-dideoxi-4-amino-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato

Adenosin monofosfato
Resistencia antimicrobiana

Acido ribonucleico

American Type Culture Collection
Adenosin trifosfato

Sitio de union bacteriana

Sitio de union al fago

Buritil-CoA carboxilasa

Grupo de genes biosintéticos
Cisteina

Coenzima A

Coronavirus 2019

Dalton
3-desoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato
Diacilglicerol aciltransferasa
Dimetilsulfoxido
Desoxinucleotidos trifosfatos
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EC

GSM
HPLC
ICH

icmA
IDT
Imino-E4P
ISP2m
kb
KEGG
LB

LOD
LOQ
LPSN
m/z
MCE
MMC
MoNA
MS/MS
NAC
NADH*
NADPH
NMR
NP
NRPS
oD
OSMAC
PCC
PCR
PEP

Enzyme Commission

Guanina

Gravedades

Modelo a Escala Gendomica
Cromatografia liquida de alta eficacia

International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals For
Human Use

Isobutirillsobutiril-CoA mutasa A
Integrated DNA Technologies
Iminoeritrosa 4-fosfato
Proyecto 2 internacional de Streptomyces modificado
kilobases
Kyoto Encyclopedia Encyclopedia of Genes and Genomes
Luria-Bertani
Limite de deteccion
Limite de cuantificacion
List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature
masa/carga
Metilmalonil-CoA epimerasa
Metilmalonil-CoA mutasa
MassBank of North America
Espectrometria de masas en tandem
Neumonia bacteriana adquirida en la comunidad
Nicotinamida adenina dinucledétido fosfato
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducida
Resonancia magnética nuclear
Producto natural
Sintetasas de péptidos no ribosomales
Densidad 6ptica
Una cepa, muchos compuestos
Propionil-CoA carboxilasa
Reaccién en cadena de la polimerasa
2-fosfoenolpiruvato
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pgm
PKS
PP
gPCR
R.S.D
R2

R3
rpm
SARP
SFM

)\max

TCA
TES
TGA
tkt
TYG
UDP
UTP
WHO
RT
Cxm
ABC
UA
SEM

Fosfoglucomutasa

Policétido sintasa

Pentosas fosfato

PCR en tiempo real cuantitativo
Desviacion estandar relativa

Coeficiente de correlacion

Regeneracion 3

Revoluciones por minuto

Streptomyces Antibiotic Regulatory Protein
Soya flour-mannitol

Timina

Longitud de onda

Longitud de onda maxima

Ciclo del Acido Tricarboxilico

Acido N-tris (hidroximetil)metil-2-aminoetanosulfénico
Triacilglicérido

Transcetolasa

Triptona-extracto de levadura-glucosa agar
Glucosa uridina difosfato

Uridina trifosfato

Organizacion Mundial de la Salud

Tiempo de retencién

Chaxamicina

Area bajo la curva

Unidades de absorbancia

Error estandar de la media
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