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INTRODUCCION



Desde los afios 50 en los que empezd a conocerse la estructura de
los acidos nucleicos (Watscon y Crick,1953), se han producide numerosos
avances en el campo de la biocleogia molecular. En relacién con las
nuevas tecnologias en este campo, cabe destacar el descubrimiento de
las enzimas de restriccién, la posibilidad de formar DNAs hibridos "in
vitro", el desarrollo de nuevos sistemas de expresibdn, etc. Todo un
conjunto de técnicas que han hecho posible el clonaje y manipulacién

de genes.

E]l conocimiento de la organizacidn génica, asi como la regulacibn
de su expresidn, en microorganismos de interés industrial, permite la
manipulacién del genoma y la variacibdn de las condiciones de pro-
duccib6tn de los metabolitos que sintetizan (Hopwood,1989). Ello tiene
comc fin, disminuir el coste de produccién y la biosintesis de
moléculas nuevas como, por ejemplo, antibidticos con mayor espectro de
acclén y capaces de evitar los mecanismos de resistencia que puedan
aparecer. Dentro de este grupc de microcorganismcs se encuentran
bacterias, como Streptomyces y hongos como Penicillium, gue producen

sustancias de gran interés industrial.

Los Streptomyces son un grupo de bacterias gram positivas, cuyo
habitat natural es el suelo. Durante muchos anos han side confundidos
con hongos, dado que presentan una morfologia filamentosa al igual
que éstos (Hopwood,1986). Se caracterizan por tener un complejo ciclo
celular {(Figura 1), donde tiene lugar una diferenciaciédn morfolbdgica
{que implica la formacidn de un micelic aéreo y posterior
esporulacién), y una diferenciacién bioquimica (que comprende la
sintesis de una gran variedad de compuestos muy interesantes tanto
desde el punto de vista de investigacidn bésica como aplicada). Estas
dos caracteristicas implican un compleijo sistema biogquimico y de
diferenciacibn en la expresidn génica, tantc a nivel temporal como
espacial. Ello hace de estos microorganismos un sistema muy
interesante para dilucidar cémo estén organizados los genes implicadoes

en estos proceseos y los mecanismes que intervienen en su regulacién.



1.- CICLC BICLOGICO DE Streptomyces

El ciclo biolbgico de Streptomyces (Figura 1) comienza con la ger-
minaciédn de una espora, momento en el que se ponen en marcha una gran
cantidad de procesos metabdlicos, como es sintesis de proteinas, DNA,
RNA, etc; utilizando come energia la acumulada en el material de
reserva almacenado en la espora. El micelio scolubiliza los restos
organicos del medio en el que crece {Chater, 1984}, gracias a las
enzimas hidroliticas que segrega. Esta zona de ia colonila se conoce

come micelio Sustrato.

El micelio sustrato, una vez formado, comienza a degradarse y e5-
tos productos de degradacibébn sirven de nutrientes para el desarrollc
de las hifas aéreas (micelio aéreol. Posteriormente las hifas
comienzan a plegarse, se enrcllan y subdividen mediante la formacidn
de unos septos, dando lugar a las esporas. Cada espora contiene una
anica copia del genoma. Las esporas maduran y adguieren una coloracidn
grisacea y postericrmente se liberan al medio, cerrando de esta manera
el cicleo; presentan una pared engrosada de naturaleza hidrofédbica que
las protege contra la desecacién y les permite dispersarse en el medio
que las rodea, al igual gue ocurre con otros microorganismos. La
diferencia fundamental con otros es gque no son formas de

termorresistencia.

Existe una gran especulacién sobre cudles son las sehales
metabblicas que disparan 108 procesos de diferenciaciébn. ;Puede
hablarse de sequndos mensajeros?. Por el momento no se tienen datos
suficientes. Lo que si estda claro es que en determinadas zonas de la
colonia, a medida que ésta va creciendo, se produce una limitacién de
nutrientes y como consecuencia de éstc, comienza la esporulacién. En
Bacillus subtilis, se sabe que tras esta carencia de nutrientes dis-
minuye la cantidad de nucleésidos polifosfatos, como es el guanosina
trifosfato (GTP), relacionandose con el comienzo de la esporulacién
{(Freese,1982). En Streptomyces se ha visto una posible relacién entre
los niveles de nucledtidos ciclices y nuclebésidos polifosfatoe, y el
principic de la diferenciacién morfelédgica. En Streptomyces griseus se

ha observado que tras una carencia de nutrientes los niveles de GTP



disminuyen y aumentan los niveles de ppGpp (Ochi,1987). Ademas de
éstos, existen otros metabolitos difusibles, como el facter A, que
activan tanto la esporulacién come la bhiosintesis de metabolitos
secundarios (Chater,1989, ) & sustancias antibiéticas como la
pamamicina, que adem&s de ser un antibiético acelera la formacidn del

micelio aéreo en Streptomyces alboniger (Kondo y col.,1988).

Todos ellos son hechos puntuales que no explican totalmente culles
son leos mensajeros que transmiten las senales metabblicas a lo largo
del micelio para que comience la diferenciacién morfolédgica y dar lu-

gar & las esporas.

Figura 1.- Ciclo biolégico de Streptomyces
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Actualmente se conocen algunos genes que intervienen en distintas
tfases del ciclo biolégico, como se detalla en la Figura 1. Caben

destacar: los genes bld, en Streptomyces coelicolor, gque intervienen



en la formacién del micelio aérec y gue en algin caso, como el gen
bldA, actian tanto en la esporulacién como en la biosintesis de
antibiéticos: el gen whiE que interviene en el proceso de pigmentacidn
de las esporas, cuyos genes estédn organizados de forma muy semejante a

los genes de una poliquétido sintetasa (Davis and Chater,1990).

2.- ORGANIZACION GENICA EN Streptomyces

La especie de Streptomyces mejor caracterizada a nivel genético es
Streptomyces coelicolor A3(2). En ella se han localizado mediante
mapas de ligamiento genético numerosos marcadores que parecen
encontrarse en un unico cromosoma circular. Estos marcadores genéticos
se distribuyen de forma polarizada, en dos regiones fisicamente
enfrentadas, guedando las regiones flangqueantes del cromosoma

aparentemente con muy poca informacién localizada.

Un aspecto peculiar del gencma de Streptomyces es la distribucién
simétrica de marcadores auxcotbré4ficos a lo largo del cromosoma,. Puede
verse que genes implicados en distintos pasos de una misma ruta
biosintética, se localizan de forma simétrica en ambos pelos del
genoma. Tal es el caso de cysh frente a cysC y D; hisA,B,F,G,1I frente
a hisD, leuad frente a leuB, etc. Basados en esta cobservacidn, Hopwood
y colaboradores (Hopwood y Kieser,1990) sugieren que en algun momento
de la historia evolutiva de estas bacterias, se haya producido una
duplicacién del genoma por cruzamiento entre dos genomas hombélogos
localizados en el mismo compartimento celular. A continuacidn, el
tamafioc se ha ido reduciendo mediante delecciones de la mayoria O de

todos los genes que inicialmente se encontraran duplicados.

En Streptomyces existen genes que por distintas razones, como
represiéon catabélica por glucosa 6 bien por la falta de un gen activo,
no se expresan en condiciones normales. Se denominan genes "silentes".
Tal es el caso de los genes de la fenoxazincna sintetasa, enzima
implicada en la biosintesis de actinomicina D en Streptomyces

antibioticus, cuya expresidn estd sometida a represidn catabédlica



{(Gallo y Katz,1972) 6 los genes de biosintesis de actincrrodina en
TK21, cuya expresién necesita la induccién de otros genes como
actITORF4 (M. Fernandez-Moreno y col.,1991), abaA (M. Fernandez-—

Moreno, en prensa), afsR (Stein y col.,1989), entre otros.

El genoma de Streptomyces es particularmente inestable apareciendo
mutaciones de forma espontanea con una frecuencia muy elevada (del or-
den del 1%), algunas de las cuales se traducen en la aparicién de
auxotrofias 6 sensibilidad a determinados antibidticos (Hopwood vy
Kieser,1990). Estas mutaciones, en la mayoria de los casos, son
debidas a delecciones en el cromosoma de la cepa original. La
existencia de secuencias repetidas en téndem (Schrempf,1985) en
Streptomyces, pueden originar un sobrecruzamiento en el que se
deleccicne, por recombinacién, una larga zona del Cromoscma.
Generalmente, estas delecciones tienen lugar en zonas no esenciales
del DNA, va que la célula sobrevive y el cardcter adgquirido puede

transmitirse de generacidédn en generacion,

Bl tamafic del cromosoma se ha estimade, mediante analisis
cinéticos, gue oscila en un rango de 6 a 9 megabases, datos que fueron
ratificados mediante electroforesis de campo pulsante del cromosoma de
S.coelicolor A3(2) (Hopwood,D.A.comunicacién personal). Este tamafo,
es del orden de dos veces el tamafic del genoma de Escherichia coli
(Smith y co0l.,1987) y Bacillus subtilis (Young y Wilson,1974). Esta
diferencia de tamafio no se explica por la presencia de genes
implicados en la diferenciacién morfolégica ni por los genes que son
necesarios para la sintesis de metabolitos secundarios, ya que
B.subtilis tienen un ciclo de la misma complejidad que Streptomyces y
es productor de antibidticos, mientras que el tamafio de su genoma es
practicamente igual al genoma de E.c¢oli. En la biosintesis de un
antibidtico en Streptomyces intervienen aproximadamente entre 10 y 30
genes (Hopwood,1988). De esta manera, aungque una especie sintetizara
una docena de metabolitos secundarios muy pocas kilobases serian
suficientes para especificarlos; ni aln suponiendc que existan largas
regiones de DNA no codificantes, implicadas en la regulaciétn fina de

la expresidn génica en Streptomyces (Hopwood y col.,1986), es posible



explicar la diferencia de miies de kilobases entre Streptomyces y

ctras bacterias,

Pese a todas las peculiaridades del genoma de Streptomyces con
respecto al resto de los procariotas, existen algunas caracteristicas
comunes, como la disposicién de genes implicados en una misma ruta
biosintética & catabélica de encontrarse agrupados en una misma zona
del cromosoma. Asi, por ejemplo, los genes implicados en el
catabolismo del glicerol se encuentran agrupados en una misma zona del
cromosoma {Seno y col.,1984). También existen genes agrupados parcial-
mente, como es el caso de los genes de biosintesis de histidina en los
que cinco genes se encuentran agrupades (Carere y col.,1973) quedando
el resto repartidos por el cromosoma. En el caso de los genes
implicados en la sintesis de metabolitos secundarios se encuentra una
gran tendencia a su agrupamientc. Concretamente la mayoria de los
casos conocidos de genes de biosintesis de antibibticos en

Streptomyces estan agrupados (Tabla 1).

3.- METABOLISMO EN Streptomyces

Streptamyces se caracteriza por tener un metabolismo muy variado
en el que se sintetizan sustancias tanto imprescindibles para la
supervivencia de la célula, comc no necesarias para 10S pProcesos
vitales y sin los que &l organismo sigue siendo viable. En el primer
casc se habla de metabolismo primario dentro del cual se encuentran
aquéllas sustancias que intervienen por ejemplo en sintesis de DNA,
sintesis de proteinas, ete, {(aspecto comin a otro ser vive) y en el
segundo casc hablamos de metabolismo secundario. Dentro de estos
metabolitos secundarios se encuéntran sustancias muy diversas y de
gran interés tanto bésicc como aplicado. Son enzimas (hidrolasas y
amilasas}, pigmentos {flavonoides), mas del &0% de antibibticos
conocidos y agentes antivirales y antitumorales, entre otros. Un gran
nimero de estas sustancias son utilizadas en medicina, veterinaria,
agricultura, etc. Por estas razones existen actualmente numerssos
estudios encaminados al conocimiento de la organizaciédn de los genes
gue intervienen en la biosintesis de estos compuestos, asi como al

conocimiento de los mecanismos que regulan su expresiédn. El objetivo



ANTIBIOTICO  QRGANISMO

Actinorrodina

Granaticlna

Tetracencmiclna

Metilenomicina

Bialaphos

Eritromicina

Dauncrrublcina

oxitetraciclina

Prodiglesina

S.coelicolor

S.violaceoniber

S.glayscescens

S.coelicolor

S.violaceoruber

S.Higroscopicus

Saccha ropol yspora

erithraea

S.peucetius

5, rimosus

S.coellicolor

CARACTERISTICAS

En un fragmento de 25 Kb, se locallzan
todos los genes estructurales de expresién
temprana, medla y tardia. Dentro de esta
Zong se encuentra un gen requlador y dos

genes de reslstencla.

Se han identificado & CORFs contiquas por
homelogla con leos genes act en una zona de

4,6 kb del cromosoma

Exlste un fragmento de 25kb que complemen-—
menta las mutaclones tcm™. Se hah locallrado
4 genes estructurales por secLencla, ademas

de un gen de resistencla,

Se encuentran agrupados en 17 Kb al menos
4 genes estructurales de blosintesls,

un gen regulador y un gen de resistencia.

Se han encontrado 5 genes biosintéticos,
4 de ellos son genes estructurales y 1

de ellos es el gen regulador.

En una zoha de 70 kb se encuentran diferen-—
tes méduleos gue son distintas unldades de
sintesis, Se encuentran tamblén dos genes de

resistencia.

Existen 5 fragmentos no sclapantes homdlo-
gos a las genes en 105 gue al menos uho
contiene ademis de los genes de blosinte-

sis up gon de resistencia.

Todos los genes estructurales se encuentran
en un fragmento de 47 kb, En esta misma zo—

na se lecallzan dos genes de reslstencla.

Tanto los genes estructurales come el gen
regulader, redD, estdn agrupados en el

Cromosana .«

Tabla 1.- Agrupamientos de genes implicados en la blosintesis de antibléticos en diferentes especles de Streptomyces
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primordial va encaminado a obtener nuevos compuestos mediante
manipulacién genética de los microorganismos productores, la mejora en
las condiciones de produccién, andlisis de factores externos que
influyen en el crecimiento 6 activadores que aumentan lia produccibn de

un determinade metabolito.

Existe una correlaciédn entre la diferenciacién morfoldgica y la
sintesis de metabolitos secundarios. Cabe destacar, por ejemple, que
la produccién de antibibticos, coincide con el inicic de la
esperulacibébn. Esto hizo pensar en una coordinacién estrecha entre
metabolisme primario y secundaric. Asi en S.coelicolor, Leskiw y col.
{Leskiw y c0l.,1991) encontraron que el producto génico del gen bladn
(gen implicado en la esporulacién y relacionade con la sintesis de
actinorrodina) es un tRNA especifico para leucina (LRNALEYW) |
Fernandez-Moreno y col., demostraron due este ieucil-tRNA es necesario
para la correcta traduccién del gen actII-ORF4, cuyo producto génico,
a su vez es necesario para la transcripcién de los genes estructurales
implicados en la biosintesis del antibiético actinorrodina (M.
Fernandez-Moreno y col.,1991): de esta manera el gen bIdA (implicado
en la formacion del micelio aérec) es necesario para la expresidn de
genes implicados en la biosintesis de algunos antibidticos, como es el
caso de actinorodina. El estudio de rutas biosintéticas de merabolitos
secundarios es un modelo atractivoe para conocer diferentes sistemas de

control de la expresién génica en Streptomyces.

Dentro de los metabolitos secundarios con actividad antibiética,
sintetizadeos por Streptomyces, cabe destacar un grupo de sustancias
denominado poliquétidos entre los cuales se encuentran sustanclas de
aplicacién en medicina.

4.- POLIQUETIDOS

4.1.- Caracteristicas

Los poliquétidos son unas sustancias de difusién universal entre

los seres vivos. Son sintetizadas por bacterias, hongos, plantas y



animales. Presentan estructuras muy diversas aunque todos comparten un
mismo patrén bicesintético. Su biosintesis comienza con la construccidn
de una cadena carbonada originada por la condensacidn de unidades de
acidos carboxilicos, entre los que caben destacar residuos de acetato,
propionato y butirate, y en algunos casos intervienen residuos acilos
mas complejos. Cada unidad se ensambla de tal forma que proporciona
dos atomos de carbono a la estructura final y se origina un grupo
ceto. Después de un numero determinado de condensaciones se cbtiene
como producto final una cadena policetbnica. Esta estructura de

peolicetos did crigen al nombre de poliquétidos para este grupoe de

sustancias.
Figura 2.- Estructura dquimica de diferentes antibiéticos
poliquétidos
CH3  CH3
CH3
H3CO CH20H
CH3 OH
CH{CHI)COOH MONENSINA
hac © COCwa

c g']

H3G. o CH2 \H3 CH3

Hac g % _ﬁO\Nj HOMCHE A !
° " OO M
e} OCH3
o Ny e contiz

CH3 cH O OH O
OLEANDOMICINA TETRACICLINA DOXORRUBICINA

HO

CHa HO HO O CH3
ERITROMICINA A GRANATICINA ACTINORRODINA

Los poliquétidos sintetizados por Streptomyces son fundamentalmen-
te compuestos con actividad antibidtica & alguna otra propiedad
guimioteréapica. Pueden destacarse antibiéticos como tetraciclinas,

antraciclinas cecmo dauncrrubicina y doxorubicina, macrtlides como eri-
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tromicina y oleandomicina, poliéteres, isccromanoquinonas como actino-
rrodina y granaticina, algunas de cuyas estructuras se muestran en la

Figura 2.

Dada la gran variedad de estructuras quimicas que exisften dentro
de este grupo de metabolitos, son muchos los factores implicados en la

bicsintesis de los poliquétidos. Entre ellos cabe citar:

- La naturaleza y el nimero de unidades que se condensan para for-

mar la estructura primaria adecuada.

- La cadencia de reacciones necesarias para llegar a formar la ca-

dena policetdnica.

- La esterecisomeria de los carbonos asimétricos, bien sea R & S
en el casc de los sustituyentes, ¢ E & 2 en el casco de 1os dobles en-

laces.

Teda esta informacién puede encontrarse *programada"” en un comple-
jo multienzimitico encargado de la biosintesis de los poliquétidos y
denominado poliquétide sintetasa (PKS). Una vez sintetizada la cadena
policetdnica, tienen lugar una serie de reacciones entre las que cabe
destacar la formacién de anillos aromidticos ¢ anillos macrédlidos,
uniones a moléculas de aziacares, metilaciones y muchas otras reaccio-
nes que dan lugar al producto final. En algunos casos es en estas al-

timas modificacicnes en las que aparece la actividad antibiética.

Las funciones de leos poliquétidos son igualmente diversas: existen
sustancias como los flavonoides que son pigmentos de plantas y son
poliquétidos que aparte de originar la pigmentacidén de las plantas,
intervienen como seftales que activan la sintesis de otros compuestos
(quimiosensores), como ocurre, por ejemplo, en Rhizobium. Se ha visto
que algunos flavonoides activan la expresibdn de genes de nodulacién en
Rhizobium melilloti {genes hombélogos a una poliquétido sintetasa)
{(Johnston, 1%89). Existen igualmente algunos casos, como en la biosin-
tesis de pamamicina ya mencionado, gue parece intervenir en la activa-

cibétn del proceso de diferenciaciédn en S.alboniger (Kondo, 19B88).
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4.2.- Biosintesis de poliguétidos

4.2.1.- analisis Dbioguimico

En los afos sesenta Birch elaboré® una hipbdtesis en la que se rela-
clonaba la biosintesis de poliquétidos con la biosintesis de Acidos
grasos {Birch,1967). Ambos procesos comienzan a partir de moléculas
sencillas come residuos de Acidos carboxilicos, gque se activan al
unirse a la molécula del Coenzima A (CoA) formando el acil-CoA, y que
se van condensando hasta llegar a sintetizar &cidos grasos &
peliquétidos segian el complejo enzimdtico que haya intervenido: acido

graso sintetasa (AGS) & poliguétido sintetasa (PKS).

La &cido graso sintetasa esta constitulda por un grupo de enzimas
que catalizan en primer lugar la condensacién de residuos de acetil-
Coh y malonii-CoA. Una vez producida la condensacién, tienen lugar re-
ducciones, deshidrataciones y enoil reducciones tras las dque el grupo
ceto de la cadena formado en la primera condensacidn, se transforma
para dar lugar a un radical alguilo. En todas estas reaccicnes inter-
viene una proteina como es la ACP {"acyl carrier protein") que sirve
de soporte de la cadena policarbonada en formacién como se observa en
la Figura 3. Los residuos de acetil-CoA son en este caso las unidades
iniciadoras, mientras que la molécula que extiende la cadena carbonada

en la biosintesis de acidos grasos es el malonil-CoA.

Las reacciones representadas en la Figqura 3, se repiten en
varios ciclos dandc lugar a moléculas como por ejemplo el Acido
palmitico, con 16 atomos de carbono & el acido esteérico con 18 &tomos
de carbono. E1 complejo "“acide graso sintetasa™ es un sistema
multivalente en el cual estan implicadas 8 unidades funcionales:
acetil, malonil y acil-transferasas, proteina transportadora de
residuos acilos (ACP), ceto-acil-sintetasa, ceto-acil-reductasa,

deshidratasa y enoil-reductasa.

La organizacio6n de las AGS en los distintos organismos es variable

{McCarthy and Hardie, 1984). Existen dos tipos de AGS:
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Tipel. Consiste en un polipéptido multifuncicnal con diferentes
dominios encargados de catalizar las distintas reaccicnes que compren—
de la biecsintesis de acidos grasos. Es caracteristica de vertebrados.
En algunos eucariotas, come levadura, la AGS esti formada por dos
pclipéeptidos con cince y tres funciones enzimiticas respectivamente

(Mohamed y c¢ol.,1988); quedaria igualmente dentro de este tipo de AGS.

TipoXl. Engloba las AGS de la mayoria de las bacterias y de plan-—
tas. Corresponde a varios polipéptidos independientes formande un

compleio que cataliza la biosintesis de acidos grasos.

Figura 3.- Reacciones basicas de la biosintesis de

acidos grasos
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* Figura tomada de Blochemistry Machews Van-Holde (13990)

Similar a la biosintesls de Acidos grasos los poliquétidos se

sintetizan mediante reacciones de condensaciédn de moléculas de acetil-



CoA, propionil-Cold 6 butiril~CoA (Packter,1980) seguido de posteriores
reducciones, deshidrataciones y enoil reducciones. Todo ello siguiendo

el "programa" especificado por el complejo peliquétido sintetasa.

Si bien la biosintesis de Acidos grasos y la biosintesis de
poliquérides son procesos bastante parecidos, existen una serie de

diferencias importantes:

A} En el caso de biosintesis de Acidos grasos, tras una reaccién
de condensacién tiene lugar siempre una reduccidn con el fin de
originar un radical -0OH, con posterior deshidratacidn para originar un
doble enlace y por Gltimo una enoil reduccién dejando un radical
alquilo en el lugar del grupo ceto {(Figura 3). Unicamente después de

ocurrir este ciclo de reacciones se produce una nueva condensaciéon.

En la bicosintesis de poliquétidos los cicleos no siguen el mismo
patrén para todes {come occurre en la biosintesis de los acides

grasecs). Asi pueden ocurrir casos como:

1) Condensacién-reduccién~deshidratacidn-reduccidn que origina una
cadena saturada.

2} Condensacidn-reduccién-deshidratacién, dando lugar a un doble
enlace.

3} Condensacibén-reduccidn, quedando un radical -0H,

4) Condensacidn-condensacién que mantiene dos grupos ceto muy

proximos.

B) En la sintesis de &cidos grasos, la molécula iniciadora
siempre es acetil-CoA y la unidad que extiende la cadena es siempre
malonil-CoA. En el casc de los poliquétides, las unidades iniciadoras
pueden ser residuos acilos diferentes a acetil-~CoA al igual que en la
extensidén de la cadena pueden intervenir moléculas mas complejas que
el malonil-CoA. Sea cudl sea la molécula que interviene, ésta siempre
contribuye con dos &tomos de carbono en la cadena policetébnica,
quedando el resto como diferentes sustituyentes en la molécula final,

La existencia de estos sustituyentes en un momente determinade hara
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que se produzcan unas reacclones concretas como ciclaciones,

determinando la estructura final del compuesto.

C} El producto final de la &cido graso sintetasa es aquiral mien-
tras que los poliguétidos tienen varios Atomos de carbono que presen-
tan una esterecisomeria determinada y en estos casos, la eleccidn de
cada enantidémeroc en el momento precisc, podria estar directamente

determinada por la poliquétido sintetasa.

Estas diferencias hacen pensar en la complejidad del proceso de
biosintesis de poliquétidos, y en el papel que Jjuega la poliquétido
sintetasa en la determinacién de la estructura del policuétido. EL
aislamiento de intermediarios de la ruta de biosintesis de
poliquétidos como eritromicina y actinorrodina (Yue S. y col.,b1987;
Bartel vy ¢0l1.,14990),con un patrdédn especifico de reducciones,
ciclaciones y estereoisomeria, parecen demostrar, aungue no son
concluyentes, que las poliquétido sintetasas determinan ctal es la
reaccibdn que tiene lugar en cada paso del proceso de biosintesis.
Igualmente, cualquier variaciédn en la eleccidn de las distintas
unidades a ensamblar, conlleva a un cambio en la estructura y
naturaleza final del poliquétido. Tal es el caso de la biosintesis de
avermectinas (Ikeda y col.,1887), monensina (Gorman y c¢ol.,1968), etc.
Todo ello conduce a la teoria de que las poliguétido sintetasas
"seleccionan” en cada caso los pasos que deben seguir para la sintesis

de un determinado poliquétido.

En algunas rutas biosintéticas, una vez formada la cadena
policetédnica tienen lugar reacciones posteriores, como la adicidn de
moléculas de azucar, metilaciones, que pueden dar lugar a un compuesto

con actividad antibibtica.

4.2.2.- ppnalisis genético

Son numerosos los estudios que se han realizade en los ultimos
afios con el fin de determinar la organizacibébn genética de las
poliquétido sintetasas. En procariotas, los genes implicados en la

biosintesis de algunos poliquétidos conocidos estén agrupados en una
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misma zona del cromosoma, en una estructura semejante a un operdn.
Aunque a nivel bioquimico la biosintesis de actinorrodina no esta bien
definida, genéticamente es la mejor conocida. Actinorrodina es un
antibiébtico poliquétido pigmentado sintetizado por S.coelicolor. Los
trabajos de Cole (Cole y ¢0l.,1987) y de Bartel (Bartel y c¢o01.,1991),
han llevado a postular una ruta biosintética (Figura 4A). Rudd y
Hopwood en el aho 1979 aislaron mutantes de S.coelicolor cada uno de
los cuales tenia interrumpida la ruta biosintética de actinorrodina en
una etapa diferente. Agruparon estos mutantes en siete clases
fenotipicas distintas y mediante experimentos de cosintesis
correlacionaron la mutacién con el orden biosintético en el que
intervenian (Figura 4A). Asil, las clases actl y actIII se consideraron
mutantes afectados en fases tempranas, ya gque eran capaces de
biotransformar en actinorrodina los productcs intermediarios del resto
de los mutantes (Rudd y Hopwood, 1979). Utlilizando un mutante de la
clase actV, Malpartida y Hopwood, aislaron un fragmentc de DNA
cromosédmico de 30Kb que era capaz de complementar mutaciones de todas
las clases fenotipicas de la biosintesis de actinorrodina (Malpartida
y Hopwood,1%84}, y determinar produccién de actinorrodina en un

sistema heterdlogo.

Mediante an&lisis de transcritos se observd la existencia de, al
mencs, cuatro unidades de transcripcién, algunas de ellas
policistrénicas (Malpartida y Hopwood, 1986). Tgualmente se determinéd
que los genes tempranos estan agrupados en un extremo del fragmento de
DNA cromosdémico aislade de S.coelicolor mientras gue el mRNA
policistrénico del otro extremo codifica para los genes tardios. Un
analisis molecular de la zona que contenia los genes tempranos,
determiné que éstos estén agrupados en un policistrén formado por 6
ORF's (actORF1,2,3,4,5 vy 6). ActIORF1l y ActIORFZ presentaban homologia
con diferentes ceto-acil-sintetasas de otros sistemas. Ambas parecen
estar traduccionalmente acopladas, y que mientras ActIORFl contiene la
tipica secuencia descrita para el centro activeo de ceto-acil-
sintetasas (con un critico residuc de cisteina donde se anclan los
distintos residuos acilos), AcCtIORF2 carece del mismo (Miguel
Fernandez-Moreno, tesis doctoral). Esta organizacidn génica se ha

encontrado ademés, en otras peliquétido sintetasas como son las de
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Figura 4.- Ruta de biosintesis de actinorrodina y disposicién fisica

de los genes act en S.coelicolor.

A.- Presunta.ruta bioquimica y orden de intervencién de las proteinas
deducidas de los genes act.
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B.- Localizacidén de los distintos genes que intervienen en la biosin-
tesis de actinorrodina.
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granaticina {Sherman y col.,1989), tetracencmicina (Bibb y col.,1989),
oxitetraciclina (Sherman, datos sin publicar), whiE (Davis and
Chater,1990), etc. Asi, la existencia de las dos fases de lectura
desc¢ritas y su presunto acoplamiento traduccional, parecen confirmar
la existencia de un modelo de organizacibdn estructuralmente conservado

en las poliquétido sintetasas (Hopwood y Sherman, 1990).

En S.coelicoler, junto a los genes estructurales de la poligquétido
sintetasa de actinorrodina, se localiza una regibén de DNA codificante
de genes implicados en la regulacién de los genes biosintéticos
(Malpartida y Hopwood,l1986). Una organizacién analcga se conoce en la
bicsintesis de estreptomicina (Distler y col.,1987; Ohnuki vy
co0l.,1985).

Existen algunas poliquétido sintetasas cuya organizacién es mas
compleja. Tal es el caso de la sintetasa de eritromicina en
Sacchalopolyspora erithraea, que presenta una organizacibn modular,
conocciéndose al menos tres mbédules (Cortés y c¢ol.,1990). Cada mddulo
parece que constituye una unidad funcional deé sintesis y codifica al
mencs para una proteina multifuncional con dominios de: ceto-—acil-
sintetasa, proteina transportadora de acilos ACP, cetorreductasa y
acetiltransferasa; pudiendo contener, ademis dominios especificos como
deshidratasas y enoilreductasas. El polipéptido resultante
participaria especificamente en cada una de las seis reacclones de
elongacidn necesarias para producir la eritromicina a partir de
residuos de propionato (Donadio y co0l.,1991). Otreos casos de
organizacién similar es la biosintesis de espiramicina (Richardson y

col., 1990}, tilosina, (Baltz y Seno,1988}), etc, ambos macrélidos.

5.- REGULACION DE LA EXPRESION DE GENES DE BIOSINTESIS DE
ANTIBIOTICOS EN Streptomyces

El estudio de la requlacién génica en Streptomyces ha sido un reto
para distintos laboratoriecs en los Gltimos anes. La informacibdbn que se
tiene hasta el momento, permite establecer en algqunos casos, conexidn

entre la diferenciacidén morfolégica y el comienzo de la biosintesis de
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metabolitos secundarios. La especie sobre la que se han realizado los
estudios de regulaciédn es fundamentalmente S.coelicolor. En ella se
han determinado, por el momentc, tres niveles de regulacitn de la

biosintesis de antibidticos:

A) Genes reguladores asociados a los genes biosintéticos. En unos
sistemas son genes activadores comg ocurre en el caso de actinorrodina
(M. Fernandez-Moreno y co0l.,1991l), bialaphos (Anzai y col.,1987),
estreptomicina (Chnuki vy <¢o0l.,1985; Distler y col.,19887) ¥y
undecilprodigiosina (Narva y Feitelson,19%90; Malpartida vy ceol.,1980);
en otros son en realidad represores, como ocurre en el caso de 1os

genes biosintéticos de metilenomicina {(Chater y Bruton,1985).

B} Genes de accidén pleiotrépica scbre los genes biosintéticoes,
aunque no actian directamente en diferenciacién celular. Dentro de
este grupo se encuentran el gen afsB cuya mutacién bloguea la biosin-
tesls de actinorrodina y undecilprodiglosina sin afectar a la biosin-
tesis de metilenomicina y CDA (Champness y col.,1980):; los genes absA
y absB cuyas mutaciones afectan la biosintesis de los cuatro antibié-
ticos sintetizados por S.coelicelor (actincorrodina, undecilprodigiosi-
na, metilenomicina y CDA) (Adamidis y col.,1990); el gen abah, cuya
mutacidn afecta a la biosintesis de actinorrodina, prodigiosina y CDa,

pero no de metilenomicina (M. Fernandez Morenc y col., en prensa)l.

C} Genes implicados en procesos de diferenciaciédn celular y bio-
quimica. Sus mutacicnes afectan tanto a la esporulacién come a la
biosintesis de antibiétices. Tal es el caso de los genes bld que in-
tervienen en la formaciédn del micelio aéreo, concretamente el gen bldA

es el mas estudiado por el momento.

6.—- APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS: ANTIBIOQTICOS HIBRIDGS

La produccién de méas del 60% de los antibibticos conccidos, asi
como €l gran nimero de sefales implicadas en los procesos de diferen-
ciacién celular, hacen de Streptomyces un grupo de bacterias muy in-

teresante, tanto desde el puntc de vista basico como aplicadc. En los
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tltimos anos, son numerosos 10s esfuerzos encaminados al estudio de
genes implicados en la biosintesis de metabolitos secundarios, asi
como de los mecanismos que regulan su expresién. Sin embargo, aian son
muchos los puntos que quedan por dilucidar. Desde el punto de vista
bictecnolégico, el interés se centra en la obtencidn de nuevas
sustancias de interés industrial. Concretamente, en el caso de los
antibiéticos, se intentan obtener antibidéticos c¢on mayor espectro de
accién & menos toxicidad que los ya conocidos. La utilizacidn masiva
de antibiétticos en clinica, entre otros inconvenientes genera la
aparicion de estirpes resistentes; por ello la demanda de nuevos
compuestos se 1incrementa progresivamente. ELl aislamiento vy
caracterizacién de 1los genes implicados en la biosintesis de
antibidéticos, contribuye a que pueda manipularse el genoma de tal
forma que se originen antibiédéticos "hibridos", bien por intercambio en
las secuencias que codifican para los centros activeos de las proteinas
© bien introduciendo genes heterblcogos dentro de una ruta biesintética

determinada.

La sintesis de antibidticos hibridos por ingenieria genética,
comenzd con la sintesis de mederrodina y dihidrogranatinorrodina
(Hopwocd y col.,1885p). Estos hibridos se obtuvieron mediante la
transformacién heterdloga de 1las especies de Streptomyces,
Streptomyces violaceoruber Ti22 y Streptomyces AM-7161, productoras
respectivamente de granaticina y medermicina, con un fragmento de DNA

de S.coelicolor implicado en la biosintesis de actinorrodina.

En la actualidad pueden obtenerse nuevos compuestos siguiendo dis-

tintas estrateqgias. Cabe destacar:

1) La complementacién heterdéloga de mutantes que tienen inter-
rumpida la ruta biosintética, con DNA de otra especie de Streptomyces
productora de antibiéticos semejantes. Asi por ejemplo, un mutante de
Saccharopolyspora erythraea que nco produce eritromicina, cuando se
transforma con DNA que proviene de S.antibioticus, productor de olean-
domicina, se corigina un nuevo compuesto antibiético: 2-noreritromicina

{(McAlpine y ¢ol.,1987).
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2) La optimizacién de las condiciones de cultivo con el fin de
conseguir la expresi6n de genes que intervienen en la biosintesis de
antibiéticos y que esté&n sometidos a represiédn catabdlica. Tal es el
caso de la fenoxazinona sintetasa, enzima que interviene en la sinte-

sis de actinomicina D en S.antibioticus {(Jones y Hopwood, 1984).

3) La mutagénesis de una cepa silvestre, originando un intermedia-
rio gue se procesa (Bartel y col.,1990) "in vitro" por otros productos

génicos.

7.- BANTECEDENTES DEL TRABAJO

A nivel genético los genes de biosintesis de poliquétidos mejor
conocidos son los que constituyen el agrupamiento de genes implicado
en la bicsgsintesis de actinorrodina en S.coelicolor. Los genes se
encuentran en un fragmento de DNA de aproximadamente Z5kb siendo capaz
de complementar todas las mutaciones act descritas y de determinar la
produccién de antibiético en una especie no productora. La regidn
clonada se analizd y se localizd el gen actl {uno de los genes
temprancs) en un fragmento BamHI de 2,2kb (Figura 4B). Este fragmento
de DNA, se utilizé como scnda frente a diferentes DNA gendmicos de
otras especies de Streptomyces que sintetizan poliquétidos: en geles
de agarcsa se observaron bandas homélogas en la mayoria de las
especies analizadas (Malpartida y col.,1987); en S.antibioticus ATCC
11981 se detectaron tres bandas en el digerido gendmico con BamHI, con

unes tamanos de 8kb, 5,6kb y 1,8kb.

La utilizacién de un fragmento del gen actI como sonda frente a
genotecas de distintas especies de Streptomyces, ha sido una herra-
mienta muy dtil para localizar genes implicados en la biosintesis de
poliquétidos en otras especles. Tal es el caso de los genes que sinte-
tizan granaticina en S.violaceoruber (Sherman y col.,1989) & antraci-
clinas en S.peucetius (Stutzman y <ol.,198%}). Por ello se comenzd el
clonaje de las bandas homélogas al gen actl, con el fin de aislar y

caracterizar la presunta poliquétido sintetasa en S.antibioticus.
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El aislamiento de nuevas actividades “Ypoliquétido sintetasa®
puede aportar herramientas que ayuden a conocer aspectos basicos de la
biosintesis de poliquétides: c¢émo "dirige™ la poliquétido sintetasa
la secuencia de reacciones que tienen lugar en la biosintesis de
poliquétidos y cudles son las seflales que determinan la sintesis de
metabolitos secundarios; c¢oémo y porqué ha tenido lugar en la
naturaleza la dispersibébn de estos genes en tan variados sistemas
biosintéticos. El conccimiento molecular de distintas poliquétido
sintetasas, abre ademas la posibilidad de manipulacién genética en los

organismos productores,
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

El objetivo final de este trabajo, basado en los datos de homo-
logia antes descritos, es el clonaje de los genes de una poliquétido
sintetasa en S.antibioticus que presenta homologia con el gen actl
{(gen implicado en la primera reacciétn de la biosintesis de
actinorrodina). Para ello fué necesario plantear la sigquiente

estrategia:

1} Construccién de una genoteca de DNA total de S.antibioticus
en el fago de E.coli, EMBL4 (Frischauf y col.,1983), con el fin de
localizar con una senda especifica que contiene el gen actl, agquéllos

genes de S.antibioticus implicados en la biosintesis de poliquétidos.

2) Complementaciédn heterdloga en S.ceoelicolor para buscar secuen-—
cias de DNA de S.antibioticus capaces de complementar mutacicnes regu-
ladoras de actinorrodina. Esto permitiria en un futuro poder analizar
las seflales de regulacidn en las distintas especies de Streptomyces
que se estdn estudiando en el laboratorio (S.ceoelicolor, S.ambofaciens

¥y S.antibioticus).

3) Complementaciédn heterdloga en S.coelicolor, con el fin de
localizar en los fragmentos clonados genes biosintéticos de

poliquétides.

4) Secuenciacidn de los fragmentos de DNA que contengan los genes
de una poliguétido sintetasa en S.antibioticus, para poder hacer un
analisis comparativo con los genes homblogos en otras especies como
S.coelicolor (actincorrodina), $S.violaceoruber (granaticinal,
Streptomyces glaucescens {(tetracenomicina), etc., y poder aportar
nuevos datos al analisis de la dispersiétn evolutiva de los genes de

bilosintesis de antibiéticos de la misma familia {(poliquétidos).

5) Manipulacidén de las secuencias codificantes para fusionarlas
con otros genes hombdlogos, con el fin de forzar las condiciones para
formar agrupamientos genéticos hibridos que puedan ser funciocnales a

nivel de sus productos génicos.
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1.- MICROORGANISMOS

Los microorganismos utilizados en este trabajo se especifican en

la Tabla 2.

2.- PLASMIDOS Y FAGOS

Para el clonaje de los distintos fragmentos de DNA de

S.antibioticus se utilizaron como vectores plasmidos y fagos tanto de

Streptomyces como de E.coli. Todos los vectores utilizados estéan

recogidos en la Tabla 3.

3.- PRODUCTOS QUIMICOS

En general se han utilizado reactives procedentes de las firmas

Merck, Sigma, Boehringer, Carlo Erba y Pharmacia.

4.- PRODUCTOS RADIACTIVOS

Todos los productos radiactivos utilizados en este trabajo fueron

adquiridos a The Radiochemical Center, Amersham.

5.- ENZIMAS

Las enzimas utilizadas en la manipulacién de acidos nucleicos han

procedidc de las casas comerciales Boehringer, Pharmacia, Biotech,

Aamersham y New England Biclabs.

6.- MEDIOS DE CULTIVO

6.1.—- E.coll

LB : Bactotriptona 1%. Extracto de levadura 0,5%. Clorure sbé6dico
0,5%. (Maniatis y col.,1982)



Tahla 2.- Relacién de microorganismos
trabajo.
Streptomyces
Cepa Senotipo

S.antibioticus

ATCC 11981

perivad e g Licolor 23(2)

Mig5 LP1-, SF2-.

136 ardgdl, guafl, actIVv-117, redh~59
SCP1T , SCP2T.

TK17 prolrl, arghl, stral, actl~118, redi-1,
SCP2™.

T8 argil, uradl, strdi, red-60, actIIT-141,

red-c-1, SCP1T, SCpz2T .

Jrd pre’l, arghl, wrapl, stril, redE-60,
actv, ~108,8CP1", SCPZ™.

JEL arghl, gquadl, red>-42, actlI-177,
SCP1T, SCPZ.

J1501 hispl, wrahl, stral, SCP1-, P2, pgl™.

B140 hishl, urahl, stril, actViI-240, SCP1-, SCP2*

JF3 hishl, strAl, actVi-120, redE—60, SCP17,
B

Derivados de S.livid 56

1326 sp2t, Se3d’

TK21 SP2, SIP3

utilizados en este

Referencia

John Innes Institute

John Innes wild-type

Feltelson y
Hopwood, 1983

"

Chater vy
ootk., 1982

Feitelscon y
Hopwood, 1983

John Innes wild-type

Hopwood y col., 1983
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Tabla 2.- (continuacidn)
E.coll
Cepa Genotipo Referencia
JM101 supE, Thi, A(lac-prokB)[F’, traD36, Yanisch—Perron y
ProAB, lacId, ZAM1 5] col., 1985
XL1-blue recAl, endaAl, gyra96, Thi, hsdR1l7 Bullock y
(rK~, mK"}, supE44, rdal, lac-, col,, 1987

{F’, proAB, lacI9 , ZAM15, Tnl(-TetR®)

MNGZ1 F7 hsdR {(rX rmXY) mcrA, mcrB, supBd4,
recB1009

Whittaker y
col., 1989



Tabla 3.- Relacién de 1los wvectores
trabajo.
Sireptomyceaes
Yectores Caracteristicas
pIJ486 Alto n® de copias:ts®; con gen

pIJ940

prJo41

pIJ4083

pIJ702

pIJeB0

pIJoz2

zul

E.coli

pBR329

pucls

pUCLY

p1J2921

pII2925

M13mpl8

M1 3mpl9

EMBL4

neo’ sin promotor para ensayo de
promotores.

Bajo ne de copias: derivade de SCP2*;
con ts' e hyg® como marcadores.

Bajo n® de copias; derivado de Scp2*;
con genes ts? € hyagt.

Derivade del pIJ486 por insercidn
del gen xylE. Utilizado para ensayo
de promotores.

Alto n® de copias,tst, contiene el
gen de la melanina como marcador

Alto n? de copias, tsT,neob

Bajo n® de copias, tst

derivado att™ de ¢C31; tst, hygr

Cm®, Amp" y Tct
Ampt, DBgal
Ampt, Bgal

Bmpt, Bgal. Polilinker de
pUC18 flanqueado por BglII
AmpT, Bgal

Ampt, Bgal

AmpY, Bgal

utilizados en este

Eeferencig

Ward y col.,
1986

Lydiate y col.,
19885

"

Coleccibén John
Innes

Katz y col.,
1983

Hopwood y col.,
19855

Lydiate y col.,
1985

Malpartida y

Hopwood, 1986

Covarrubias y
col.,1986

Yanisch-Perron y
col., 1885,

Yanisch-Perron y
cob., 1985.

Colecciédn John
Innes

Yanisch-Perron y
ool,, 1985

Frichauf y
col., 1983
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M9 : POgHNaz 0,6%, PO4H;K 0,3%, ClNa 0,05%, ClNHg D,1%. Ajustar el pH
a 7,4 y esterilizar. Cuando estd frio afadir SO4Mg 2mM final, glucosa
0,2% final y ClyCa 0,1 mM final., (Miller,1972).

2xTy: Bactotriptona 1%. Extracto de levadura 1%. ClNa 0,5% (Maniatis
y col.1982).

NZ: Bactotriptona 1%. Casamincécidos 0,1%. ClNa 0,5%. S0.4Mg 0,25%.
Utilizado como medio pobre en el que se favorece la infeccibn por fa-
gos en FE.coli. Es basicamente como el medio NZM descritco poxr Maniatis
y col., sustituyendo la NZ-amina por bactotriptona en la misma propor-

cibn y se le ahade casaminodcides.

P~-75: Se utiliza para el agar de cobertera en las transfecciones de
E.coli. Es basicamente como el medio NZ al gue le falta los casaminod-

cidos. Se le afiade 0,7% de agar.

Para la preparaciédn de medios sbdlidos, LB, M8, 2xTy y NZ afadimos
agar al medio descrito hasta 1,5%. Cuando se necesita un agar blando

se ahade 0,7% de agar.

6.2.- Streptomvces

Medic minimo: S04(NH4);.05%, PO4HK, G,05%, 804Mg.7H,C 0,02%,
S5Q4Fe.7H,0 0,001%, pH 7,2.Tras esterilizar, se ahade Manitol estéril
hasta 0,5%. (Hopwood, 1%67).

Para medioc sélido, se anadié agar hasta 2,2%.

R2YE o R5: Sacarosa 10,3%, SO4K; 0,025%, ClzMg.6Hz0 1,012%, glucosa
1%, casaminoacidos (DIFCO) 0,01%, extracto de levadura 0,5% tampdn TES
0,573%, elementos traza 0,2%. Ajustar a pH 7,3 , ahadir agar hasta

2,2% y esterilizar.

Al utilizar, se& completd hasta: POHzK 0,005%, (l;Ca.2H,0 20mM, L-
Prolina 0,3% y NaOH 7mM. (Thompson y col.,1980).

DNB: DIFCO NUTRIENT BROTH G, 8%. (Hopwood y col.,1985a)
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DNA: DNB, glucosa 0,5%, agar 1.5%. Esterilizar y anadir (NO3},Ca hasta
0,8mM y SO4Mg hasta ImM (en el caso de fagos derivados de ¢$C31).
{Hopwood y col.,1985a)

SNA: DNB con agar al 0,6%. (Hopwood y col.,1985a)

YEME: Extracto de levadura 0,3%, extracto de malta 0, 3%, bactopeptona
0,5%, glucosa 1% y Sacarosa 10,3%. Esterilizar y completar con

ClyMg. 6H,0 hasta SmM, Para la preparacidn de proteoplastos afadir,

ademis, glicina hasta 0,5%. (Hopwood y col.,1985a)

SY: Almidén soluble 1,5%, extractc de levadura 0,1%, ClNa 0, 3%, PO4HK;
0,1%, SO/Mg.7H,0 0,1% y TES 20mM. pH 7,4. Si se desea hacer con soporte
s6lido se le anadid agar al 1,5% final (Oki y col.,1981).

7.~ SOLUCIONES Y TAMPONES

Entre las de uso mas cotidiano caben destacar:

TE: (Tris 10mM pH 8, EDTA 1lmM). Utilizado para disolver el DNA.

Tampédn de lisis alcalina: Tris.ClH 25mM pHB, EDTA Z5mM, Sacarosa
10,3%. Para resuspender células a lisar en extraccicnes de DNA por li-

sis alicalina.

Solucidén de lisis alcalina: NaQOH 0,3M, SDS 2%. Para lisis celular

en extraccicnes de DNA por lisis alcalina.

TBE: (Tris 8%mM pH 8,3, &cido boérico 89mM, EDTA 2mM}, Utilizado ccomo

tampdn en la electroforesis.

SS8C: (ClNa 150mM, citrato sb6bdico 15mM, pH 7,6} y Denhart (BSA 0,02%,
ficoll 0,02%, PVP 0,02%) utilizado a distintas concentraciones para

transferencia e hibridacién de acidos nucleicos.
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Elementos traza: (ClyZn 0,004%, CliFe.6Hp0 €,02%, ClpCu.2H20 0,001%,
Ci,Mn.4H,0 0,001%, NapB407.1H0 0,001%, (NHg)¢Mo;024.4HC 0,001%) . Para

medios y tampones de Streptomyces (Hopwood y col.,1985a).

P: Sacarosa 10, 3%, SO4K; 0,25%, Cl,Mg.6H,0 2.02%, elementos traza 2%.
Esterilizar y ahadir PQOH;K hasta 0,005%, Ci,Ca.Z2H20 hasta 25mM y
tampétn TES hasta 25mM. Para manejo de protoplastos (Hopwood y
col.,1985%a).

8.- OBTENCICN DE DNA

8.1.- Preparacion de DNA cromosomico de Jtreptomyvees

El procedimiento segquido es basicamente el descrito por Hopwood y
colaboradores (1985a). Se parte de un cultivo de 25ml de YEME crecido
a 30°C durante 48 horas. Tras recoger el micelic por filtracidn se
lava con sacarosa al 10%. Posteriormente se resuspende con el tampdn
de lisis alcalina con lisozima (2-4 mg/ml), incubando a 372C durante
40 minutos. Estas células se lisan en presencia de SDS con una
concentracién final del 1%. Se extraen con fencl:cloroformo neutro
(50:50 con OH-guinoleina al 0,1% y neutralizado con Tris-HC1 50mM
pH8). Las extraccicnes se suceden hasta gue no se observa interfase.
Posteriormente se precipita con 2,2 volGmenes de etancol 100% y 1/10
volumen de Ac¢ONa 3M. Después de dos lavados c¢on etanel 75%, se
disuelve en TE con una concentracién de RNAsa de 50pg/ml, incubandose
a 379C durante 60 minuteos para digerir €l RNA. La fase acuosa se
vuelve a extraer con fenol:cloroformo neutro y se precipita con etanol
100% disolviendo finalmente en TE, La concentracidén de las soluciones
de DNA se determina por la medida de la densidad 6ptica a 260 nm en
cubetas de cuarzo de 1lmm y considerando gue 1 unidad de D.O. se
corresponde con una concentracién de DNA de 50Ug/ml. La pureza de la
preparcién se estima midiendo en las mismas condiciones pero a 280 nm
y determinando la relacién DO 260/280, siendo valores aceptables entre
1,65 y 1,85,



Tanto en las extracciones de DNA de E.colf como de Streptomyces
se sigue el mismo protocolo, con la diferencia en el tratamiento con
lisozima previoc a la lisis, que no se realiza en el caso de E.colily
si en el caso de Streptomyces. Las cantidades son proporcionales en
ambas extracciones pero no iguales, ya que se parten de volimenes de
cultivo diferentes. El1 procedimiento realizado es basicamente el
método descrito por Birnboim (1983) (de lisis alcalina) con algunas
modificaciones. En el caso de E.coli, se parte de las células
obtenidas de 2ml de cultivo en medio LB con seleccién, crecido durante
toda la noche a 37°C, mientras que en Streptomyces se parte general-
mente del micelio obtenido de 50ml de medio YEME con la seleccidn
adecuada, después de haber crecido durante 48 horas a 302C. El micelic
se recoge, bien por filtracién o bien por centrifugacidn y se lava con
sacarosa al 10%. Las células de E.coli se recogen por centrifugacidn.
Tante en E.coli como en Streptomyces las células se resuspenden en un

10% del volumen inicial de cultivo.

En el caso de Streptomyces las células se resuspenden en bSml del
tampébn de lisis: este tampdn contiene, ademas, lisozima (2-4 mg/ml) .
Se incuban a 379C durante uneos 30 minutos, para digerir la pared
celular. Posteriormente se lisan las células afladiendo 3ml de solucién
de lisis alcalina previamente calentada a 60°C, e incubando 10 minutos
a 70°C en el caso de plasmidos pequefios de Streptomyces 6 plasmidos de
E.coli. Si los plasmidos de Streptomyces son de gran tamano, es
necesario un tratamiento mas suave, que consiste en una incubacidn a
50¢C hasta que se observa una lisis total, generalmente unos 30

minutos.

A los lisados se afiaden 4ml de una solucibébn de AcOK 3M pH6 para
precipitar los restos de proteinas, DNA cromosémico desnaturalizado,
etc. Posteriormente se extrae con un volumen de fenol:cloroformo
neutro y la fase acuosa se precipita con 1 volumen de isopropancl sin
afiadir sales, ya que la concentracién salina es alta por el proceso

anterior. Después de dos lavados con etanol 75% se disuelve en TE con
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ENAsa a una concentracidn de 50pg/ml. Se incuba a 372C durante 30
minutes y se vuelven a repetir los cicleos de extraccibébn con
fenol:cloreoforme y precipitaciédn, disclviéndose al final en 70l de

TE.

Para E.coli el volumen de cultivo del que se parte es de 250-
500ml y en Streptomyces es de 1 a 2 litros, en funcidén del ntmero de
copias del plasmido a extraer. En ambos casos es necesario afiadir el
antibidtico requerido para mantener la selecciéon de las células porta-

doras del plasmido.

El protocolo seguide es el mismo que para las minipreparaciones
{apartado §.2), pero tras la precipitacidn con etanol se disuelve en
8ml de TE; una vez disuelto se afiade ClCs hasta 1,05g/ml y BrEt hasta
625Ug/ml. Mediante una centrifugacién de 6 horas a 50000 rpm y después
de 5 horas a 38000 rpm & 162C, se separa el plasmido del resto de
dcildos nucleicos presentes. Los pasos posteriores de purificacidn se
reallzan segan Maniatis y col., (1982) eliminando el BrEL mediante
sucesivas extracciones con isopropancl saturado con 5M ClNa. Una vez
eliminado el BrEt se diluye con 2 volimenes de TE y posteriormente se
nrecipita con 2,2 vollmenes de etanol 100%. Una vez centrifugado se

diluye en lml de TE.

8.4.~ BreparacioOn de DNA de fagos de Strepltomyces

Para la preparacioén de DNA de fagos de Streptomyces se siguid

exactamente el proteceleo descrito por Hopwood y colaboradores (1985z).

Partiendo de una suspensidédn de fagos con una concentracidn al
menos de 109 ufp/ml, se infectan esporas de la cepa correspondiente de
Streptomyces, generalmente S.lividans. A partir de tres placas de DNA
en las que la lisis es confluente (ver apartado 13.1}, se retira el
agar de cobertera donde estan contenidos los fages y se resuspende en
dml de medic DNB por placa. 5Se mezcla y Se mantiene en agitacifén suave

aproximadamente dos horas a temperatura ambiente. Después de
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centrifugar a 8000 rpm en un rotor S5-34, para quitar los restos de
agar, se centrifuga la suspensiébn de los fagos a 30000 rpm en un rotoxr
60Ti, durante 90 minutos a 4°C. El precipitado conteniendo los fagoes
se resuspende en 400Ul de tampdn SM (Tris-HC1 20mM pH 7,5, SO4Mg 1mM,
NaCl 100mM, gelatina 1%, RNAsa S0ug/ml}. Tras una incubacién de 1 hora
a 37°C con agitacién suave, se afltade 1/5 del volumen de mezcla de 3DS
(2 volumenes de EDTA 0,5M pH8, 1 volumen de Tris 2ZM pH 9,6 y 1 volumen
de SDS al 10%) vy se incuba a 60G¢C durante 25 minutos con el fin de
romper la capsida de los fagos y liberar el DNA. Las proteinas se
precipitan afadiendo AcOK 8M y posteriormente se realizan sucesivas
extracciones con fenol:cloroformo neutro. Por Ultime el DNA se
precipita con 1 volUmen de isopropanol y se lava con etancl al 75%,
disolviende al final en 100pl de TE. Puede purificarse algo méas la
preparaciédn, precipitando con 5mM de espermina durante 5 minutos en
hielo y posterior precipitacién con 2,2 volumenes de etancl 100% y
1/10 del volumen de AcONa 3M durante una hora a -20%C. El precipitado
final se disuelve en 100l de TE.

En el caso de preparacién a gran escala {gradiente de CICs) es
necesario partir de lo equivalente a 20 placas de lisis confluente. El
procedimiento es similar hasta el tratamiento del fago con RNAsa, en
el que los fagos se resuspenden en 8ml de tampén SM al que se le anade
CiCs a una concentracién de 0,8g/ml. Mediante una centrifugacién de 18
horas a 30000 rpm, en un rotor 50Ti a 4¢C, se extrae la banda
refringente gue contiene los fagos. Una vez extraida se procede de
igual manera gue en el casc de las minipreparaciones; utilizacibn de
la mezcla SDS, extracciones con fenol:cloroformec neutro y

precipitaciones con isopropancl, disolviendo al final en 500fl de TE.
8.5.- Extraccién de DNA de colifagos

8.5.1.- Deriyados dal fago lambda

Se parte de 25ml de medio NZ al que se inocula 20041 de un
cultivo estacionario de c¢élulas sensibles al fago, MNG621l, previamente
tratadas (ver apartado 11.2.2), que se infectan c¢on una suspensidn de
fagos con una concentracién de 2,108 ufp/ml. Después de una incubacién

de no mas de 10 horas a 37°C en agitacidn, se trata durante 15 minutos
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con unas gotas de cloroformo con el fin de lisar totalmente las célu-
las. Posteriormente se centrifuga a 5000 rpm en un rotor $5-34, duran-
te 10 minutos, para quitar los lisados celulares y el sobrenadante se
centrifuga a 30000 rpm en un rotor 60Ti, durante 90 minutos a 42C. A
continuacién se resuspende el precipitado en tamp6én SM (ver apartado
8.4) conteniendo RNAsa 40ug/ml y DNAsa 20pg/ml; para eliminar los
restos de RNA y DNA celulares la suspensién se incuba a 379C durante
40 minutos. Se ahade una mezcla 20mM de EDTA y 1% SDS y se incuba a
702C durante 15 minutos. Se enfria rapidamente y se realizan 2 6 3
extracciones con fenol cloroformo neutro. Se precipita con 1/10 (v/v)
AcONa 3M y (,65 vollmenes de isopropanol. Se lava 2 veces con etanol

75% y se disuelve en 100l de TE.

8.5.2.- Derivados de M13, Cadepa doble vy cadena sencilla

Tantc para las preparacicnes de cadena doble (a pequefa y gran
escala) como para la purificacibédn de cadena sencilla, se siguid el
método descrito por Messing (1983) y Sambrook y col., (198%). Las cepas
que se utilizaron para obtener estos fagos son basicamente JM101 vy

XLlblue.

Se siembra medio liquido LB con una dilucién 1/100 de un cultivo
de las células adecuadas. Este cultivo se infecta con el fago
procedente de una placa de lisis aislada y se incuba con agitacién
durante 6 horas a 379C. Después de una centrifugacién a 4000 rpm,
durante 10 minutos, se obtiene un precipitade de células gue contienen
el fago en forma de doble cadena, y un sobrenadante en el gue se

encuentran las particulas del fago con la cadena sencilla de DNA.

La extraccién de la doble cadena del fago se realiza mediante el
mismo procedimiento que para plésmidos de E.coli (ver apartado 8.2).
la extraccién de la cadena sencilla consiste primeramente en una
precipitacién del fago en presencia de PEG 6000 25% y ClNa 2,5M,
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se extrae
con fenol neutro sin cloroformo, con el fin de extraer lipoprotelinas.
Una vez extraido con fenol se precipita afadiendo 1/10 (v/v) de AcONa
3M y 2,2 volimenes de etanol 100% durante 1 hora a -20¢C. Tras la

precipitacién se lava con etanol al 75% y se disuelve en 2541 de TE.
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9 .- MANIPULACICN DE ACIDCOS NUCLEICQOS

9.1.- RigestiOn epzimatica del DNA

Las digestiones con endonucleasas de restricciédn se realiza si-
guiendo los métodos descritos por Maniatis y col., (1982). Se utilizan
aproximadamente entre 2-5 unidades de enzima generalmente en un volu-
men de digestién de 20f1. Los tampones utilizados son los que reco-

miendan las casas comerciales en su caso.

9,.2.- Defosforilacidn de extremos 5 de DNA

La eliminacién del fosfato del extremo 5 del DNA se realiza ana-
diendo 1 unidad de fosfatrasa alcalina de timo de ternera, (Boehringer}
directamente scbre la digestién que genera dicho extremo e incubandolo
entre 20 y 45 minutos a 37¢C. La alta actividad de esta enzima permite
su buen funcionamientoe a pesar de nc utilizar en ccasicnes las condi-

ciones salinas éptimas.

9.3.- Relleno de extrenos cohesivos de DNA

Para rellenar los extremos cohesivos de DNA generadcs por diges-
tién con endonucleasas de restriccién se siguen los protocolos descri-
tos por Maniatis y col., (1982). Se utiliza la enzima DNA polimerasa,
fragmento Klenow, en el caso de extremos 5° protuberantes, y T4 DNA
polimerasa en el casoc de extremos 5° recesivos. Se afade al DNA dige-
ride una mezcla de deoxinucledtides dATP, 4CTP, dGTP y dTTP a una con-
centracion final de 2mM. Posteriormente se ahade el tampbn TA (40mM
Tris-HCL pH 7,9, 100mM AcOK, 10mM Acetato magnésico, 0,2mM ditio-
treitol, 120pg/ml BSA) y la enzima correspondiente. Tras una incuba-
cién de 30 minutos a 372C se extrae con fenol:cloroformo y se precipi-

ta con isopropancl.
9.4.- Ligacion de fragmentos de DNA con extremos romos vy cohesivos
Para la ligacién de fragmentos de DNA se sigue el método recomen-—

dado por Maniatis y col., {1982). En general se utilizan vectores de-

fosforilades vy un exceso molar de fragmento a clonar de 2-3 veces. En
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los casos en los que se requiere forzar las condiciones, come en el
caso de ligacién de extremos romos, se ahade gelatina a 100Hg/ml

{Burns y Beacham, 1983) o PEG 6000 15% final (Buckel,1985}.

Los fragmentos a ligar se coprecipitan con isopropancl y se
disuelven en TE con tampédn T4 DNA ligasa (50mM Tris-HCl, 10mM CloMg,
10mM ditrioceritritol con pH 7,5), anadiendo 1 unidad de ligasa, si la
ligacidn es de extremos cohesivos, y 200 unidades de ligasa si los

extremos son romos. Posteriormente se incuban a 149C durante 2 horas.

9.5.~ Digestién de DNA con Exonucleasa ITT

Se sigue el protoceole descrite por Henikoff (1984) partiendo de
aproximadamente Zpg de DNA y utilizando Exonucleasa III, a una con-
centracién de 25U/ugr de DNA. Se incuba durante 75 segundos a 37¢°C.
Posteriormente se trata con nucleasa 51 con el fin de eliminar las ca-
denas sencillas generadas por la Exonucleasa ITI. Se rellenan los
extremos utilizando T4 DNA polimerasa en presencia de dATP, dGTP,
dCTP, dTTP en una concentracién de 2mM. Una vez obtenidos los extremos
romos, se ligan y se transforman las células elegidas, siquiendo el
procedimientc descrite en el apartado 1Z.2. Nunca se obtuvo una
poblacién de fragmentos sincronizada, sino que en cada digestidn se

generaban moléculas digeridas entre 0 y 2000 pares de bases.

9.6.~ Electroforesis en geles de agarosa

Las moléculas de DNA se separan electroforéticamente en geles de
agarosa a distintas concentraciones en funcidén del tamafio de las
moléculas a separar, utilizando TBE (Tris-Borato-EDTA) como tampdn y

bromuro de etidio G, 5ug/ml final como colorante.

9.7.~ Electroforesis en geles de acrilamida

Se realizan segin describe el manual de manejo de "Macrophor
sequencing system" (Pharmacia LKB). Son geles en gradiente de espesor
de 0,2 mm a 0,8 mm. La mezcla de acrilamida contiene: Urea 42g, 14,5ml
de mezcla acrialmida-bisacrilamida al 40%, TBE 1x y agua destilada

hasta 100ml. Una vez hecha la solucién se filtra por un filtro
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Millipore de 0,45um, y posteriormente se le aflade 0,08% de TEMED y
persulfato aménico a una concentraciédn de 0, 5Smg/ml. Una vez polime-
rizado, se aplican las muestras en el gel y se somete a un campo
eléctrico de 2000V durante aproximadamente 4 horas, a una temperatura

de 5592C.

Las concentraciones de acrilamida esténdar utilizadas son del 6%
para los geles de secuenciacidn, del 12% para la visualizacién de
oligonuclebtidos v del 4% al B% para separar bandas de 60-160 pares de

bases.

9.8.~

Se realizaron aislando el fragmento de DNA que interesa, mediante
un corte en el gel de agarosa de la zona que corresponde a ese frag-
mento. Posteriormente se introduce en una membrana de dialisis pre-
viamente hervida en una solucién de 1mM EDTA y 2% bicarbonato sédico
(Maniatis y col.,1982). Se afiade una cantidad arbitraria de tampén TBE
y la bolsa de dialisis se somete a una corriente de 120V, con el fin
de extraer el DNA de la agarcsa. A continuacibn se extrae varias veces
con fenol:cloroformo neutro y se afiaden 10ug de tRNA con el fin de fa-
vorecer la precipitacidn del fragmento de DNA (realizada en las condi-

cicnes ya descritas).

$.9.- Preparacion de sondas radiactivas de DNA

Para el marcaje homogéneo de fragmentos de DNA a utilizar como
sonda radiactiva, se sigquié el procedimiento de hibridacién al azar
con oligonucledtides y extensién con DNA polimerasa fragmente Klenow.
Siempre se utilizaron 25 MHCi del isbtopo radiactivo 32P-dCTP (Maniatis
y col.,1982).

Se parten de 200ng de DNA al que se afiaden 60ng de oligonu-
clebtidos. Después de desnaturalizar el DNA se afiaden dATP, dGTP y
dTTP en concentracibtn 2mM en presencia de DNA polimerasa fragmento
Klenow y del isbtopo radiactive 3?P-dCTP. Tras incubar durante 1 hora a
37¢C se extrae con fencl:cloroformo neutro, y para separar 1los

nucledtidos incorporados de los no incorporados, se realiza una
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cromatografia de filtracibédn a través de una columna de Sephadex G-50
equilibrada con TE. El rendimienteo de la reaccibn se determina

contande la radiaciédn Cerenkov de una alicuota del eluido.

9.10.- Transferencia de DNA a filtros de pitrocelulosa e hibrida-
{60 de Acid Lo

En un gel de agarosa se separan los fragmentos a analizar en las
condiciones ya descritas (apartado 8.6). El DNA es desnaturalizado "in
situ" cuando se sumerge el gel en una solucién de NaCH 0,5M ClNa 1, 5M
y después de mantenerle 30 minutos a temperatura ambiente, se neutra-
liza con una solucién Tris-HCl 1M pH 7,5 y CiNa 1, 5M, durante el mismo
tiempo. Posteriormente se transfiere a un filtro de nitrocelulosa 6
nylon (Hybond C & Hybond N, respectivamente) segtn el procedimiento
descrito por Maniatis y col. (1982), utilizando 20xSSC como tampdn de
transferencia y transfiriendo entre 3 y 8 horas. En el caso de utili-
zar la nitrocelulesa es necesario fidar el DNA mediante calor, con un
tratamiento de B0°C en vacio durante 2 horas. En el caso del filtro de
nylen el DNA gse fija con una exposicidn a luz uvltravioleta durante 1 6
2 minutos. Después, el filtro (en ambos casos) se sumerge en tampbn
SxbDenhart/4xS3C/200Ug/ml DNA timo de ternera o de esperma de salmén
desnaturalizado, manteniéndolo a 65¢C durante dos horas.
Posteriormente se anade el DNA sonda desnaturalizado por calor, uti-
lizando aproximadamente 10° cpm/ml; la mezcla se incuba a la misma
temperatura anterior durante al menos 4 horas. Con el fin de eliminar
la radiactividad no unida especificamente, las membranas se lavan dos
veces con una solucidn de 2x85C+SDS0,1% seguido de otros dos lavados
con una sclucidn 0,2x5S5C+SDS0,1%, incubando en cada caso a 65°C
durante 10 minutos. Se dejan secar a temperatura ambiente y la sehal
radiactiva fijada a las bandas de DNA impresiona una pelicula de
rayosX tras una exposiciétn a -~-70¢C durante un tiempo variable en
funcién de la sefial. Generalmente el tiempo de exposicidn es de 12

horas.

La transferencia "in situ" de las placas de lisis a nitrocelulosa
se realiza también sigquiendo el procedimiento descrito por Maniatis y

col., (1982). 3e posa la nitrocelulosa scbre la placa que contiene las
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placas de lisis aisladas marcando la placa y los filtros, con el fin
de poder localizar posteriormente la sehal radiactiva; el DNA fijado a
los filtros se desnaturaliza "in situ" con una solucién de NaOH 0, 5M,
ClNa 1,5M durante dos minutos. Posterijormente se neutraliza con una
soluciébn Tris-HCl1 1M pH 7,5 y ClNa 1,5M, durante el mismo tiempo. A
continuacién se fija el DNA a los filtros mediante un tratamiento a
802C en vacio durante 2 horas. Tras ésto, el procedimiento continda de

la forma descrita anteriormente.

9,11.- Secuencigcién del DNA

Para secuenciar el DNA se utiliza el método de terminacién de la
cadena (Sanger y col.,1977). El hecho de gue el DNA de Streptomyces
posea un contenido en G-C tan elevado, da lugar a que se generen
compresiones en los geles de secuencia motivado por estructuras
secundarias muy estables de DNA, impidiendo su correcta lectura. Para
minimizar este efecto, se utilizéd sistematicamente el nucledtido 7-
Deaza-2 -Deoxiguanosina 5 -trifosfato come sustituto del dGTP. El
nucledtido incorporado a la cadena de DNA no se complementa con la

citosina y, por tanto, se reducen espectacularmente las compresiones.

Se utilizé el "kit sequenase” (de la casa comercial USE} en el
gue se suministra todo lo necesario. En primer lugar se realiza una
reaccion de anillamiento entre el DNA de cadena sencilla y el inicia-
dor utilizado. En segundo lugar se ahade la mezcla de deoxinucledti-
dos, manteniendo como isétopo radiactivo el 32p-dCTP, en presencia de
la secuenasa. Por tltimo se ahade la mezcla de dideoxinucliedtidos en
unas proporciones determinadas por la casa comercial, con el fin de
producir paradas discretas dando lugar a fragmentos de diferentes
tamafios, gue son separados en geles de acrilamida en gradiente de
grosor, preparado segun el apartado 9.7. El gel se somete a 2000
voltios en una cubeta LKB de Pharmacia durante aproximadamente 4 ho-
ras. El tampén utilizado es TBE en gradiente de concentracidn (desde
0,5 hasta 2,5%). Posteriormente se fija el DNA sumergiendo el gel en
una solucién al 10% de &cido acético glacial y tras su secado, se

expone a temperatura ambiente generalmente durante 12 horas.
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Se utilizé para separar los fragmentos de DNA cromosdmicos de
diferentes tamafios obtenidos mediante digestién parcial con enzimas de
restriccidn. El gradiente de sacarosa se forma una vez mezcladas a
partes lguales dos scoluciones de sacarosa del 40% y del 10%., Las
soluciones de sacarosa se preparan en un tampbn cuya composicibdn es:
1M ClNa, 20mM Tris~HC1 pH 8 y 5mM EDTA. Una vez afiadidas las dos
soluciones de sacarcgsa, se inclina el tubo muy lentamente y se
mantiene horizontal durante 4 horas con el fin de crear el gradiente
por difusidn de las dos scluciones. Una vez formado se aplica la
muestra contenjiendo los fragmentos de DNA a separar y se centrifuga a

36000 rpm durante 17 horas y a 172C, en el rotor SW4l.

Posteriormente se separan distintas fracciones mediante un colec-
tor de fracciones y después de afadir 0,7 volimenes de TE, con el fin
de diluir la sacarosa, se precipitan en presencia de tRNA 10ug/ml e
isopropanol (sin sales ya que las fracciones tienen una concentracién
de sal de lmM) en las proporcicnes ya mencionadas. Por 0ltimo, se

disuelve en TE,
9.13.- Empagquetamiento “in wvitro“

Fué realizado con el "kit" de empaguetamiento "in vitro” de la
casa comerclal Amersham Internacional. Se partid de 1jg de DNA
(ligacitn entre los fragmentos obtenidos del gradiente de sacarosa
seleccionados y el fago EMBL4). Posteriormente se afbadieron los
lisados celulares en las proporcicnes descritas por la casa comercial.
Después de una incubacibn a 20°C durante 2 horas, se resuspende en
50001 de tampén SM mas clorcformo. Se centrifuga durante 2 minutes y
se guarda el sobrenadante a 42C. De esta manera se alcanza un titulo

de 10°% ufp/ug de DNA de fago.
10.- CONSERVACION Y SELECCION DE CEPAS

Para la conservacién de las cepas de E.coll se parte de un culti-

vo que proviene de una colonia aislada y crecido durante toda la noche
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a 37¢C. Las células se recogen por centrifugaci6tn y se resuspenden en
glicerol al 50%. Finalmente, se guardan a -200C ({Maniatis vy
col.,1982).

La conservacién de las cepas de Streptomyces se realiza en forma
de suspensién de esporas (o de micelio en el casc de mutantes gque no
esporulan) en glicerol al 20% y se guardan a -209C. (Hopwood y
col.,1985a)

la seleccién de cepas bacterianas se realiza afadiendo a los
medios de cultivo diferentes antibiétices en las condiciones que

sefiala la sigquiente tabla: {(unidades en Hg/ml)

slreplonvees E.coll
M.iiquido M.sélide M.minimo

completo sb6lido

Ampicilina - - - 200
Cloramfenicol - - ~ 25
Higromicina 50 200 50 50
Streptomicina 20 50 50 20
Tetraciclina - - - 5-10
Tioestreptoén 5 50 50 -

1ll.- PREPARACION DE ORGANISMOS Y FAGOS

11.1i.~ gStreptomyces

11.1.1.- Suspension de esporas

Se crecen las células en placas de medio rico, generalmente medio
R5, hasta gqgue el micelio esporule. Una vez que las esporas ya tienen
la pigmentacién caracteristica, se afiade agua estéril y se recogen de
la placa. Posteriormente se filtran a través de algoddn hidr6filo con

el fin de eliminar los restos de micelio arrastrados con las esporas y
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se centrifuga. El precipitado de las esporas se resuspende en glicerol

20% y de esta manera se almacena a —-20°C {Hopwood y col.,19853).

11.1.2.- Preparacion de micelio

En cepas que no esporulan bien se guarda en forma de micelio
recogido de una placa en una solucién al 20% de glicerol y a -20°C. En
estas condiciones el micelio es méds perecedero que las esporas. El
micelio recogido por centrifugacién es lavado con sacarosa 10% puede
guardarse por pocas semanas a —-209C para posteriores manipulaciones

{Bopwood y col.,19855).

11.1.3.- Preparacion de protoplastos

La preparacidén de protoplastos se basdé en el trabajo de Okanishi
y col., {(1974) adaptado y optimizado por Bibb y col., (1978) y Thompson
y col., (1982). Un compendic de estos métodos es descrito por Hopwood y

col., (1985a).

Se parte de un cultivo de 50ml de YEME suplementado con glicina
0,5%, crecide durante 36-48 horas dependiendo de la cepa de
Streptomyces. Se recogen por centrifugacidédn y se lavan con sacarosa
10%. El micelio se resuspende en un 10% del volumen de cultivo con una
solucidn de liscozima (tampdn P con lisozima a la concentracidn de
lmg/ml) y tras una incubacidn de 30-60 minutos a 30°C, se cbtienen los
protoplastos que son lavados varias veces con tampdn P y concentrados
en el mismo tampdn. Se almacenan a —-70°C. Cabe destacar que la conge-
lacién conviene que sea lenta mientras que las descongelaciédn tiene
que ser lo mas rapida posible, con el fin de no lisar los protoplastos

v obtener buenos rendimientos de transformaciodn.

11.1.4.- Conservacidn de actinofagos

La suspensién de fagos se realiza a partir de una placa de lisis
y se resuspende en 1ml de DNB (Hopwood y col.,19853). Para obtener una
suspensién de alto titulo se infectan esporas de S.lividans TKZ21l, con
una dilucidn de la suspensiétn de placa alslada suficiente para obtener

una lisis confluente en placas de medio DNA s6lido (ver apartado



13.1). Después de mantenerlo en la estufa toda la noche a 30°C, se
aitade a la placa 4-5ml de medio DNB y se mantiene en agitacidn suave
durante 2 horas, tras lo cual los fagos han difundido al medio liqui-
do. Se recogen y se filtra a través de un filtro de nitrocelulcosa de
0,45um con el fin de eliminar las bacterias de la suspensién de fagos.
De esta forma se obtiene una suspensién de aproximadamente 109 ufp/ml

y se guarda a 4¢C manteniéndose durante varios meses.

11.2.- E.coll

11.2.1.- Preparxacidn de células competentes

Se llevd a cabo siguiendo bien el método descrito por Brown y
col. (1979) basado en el tratamiento con Cl,Ca. Se parte de un cultive
estacionario de células y se inoculan 50ml de medio LB c¢on una
dilucidén 1/50 cde este cultivo. Se incuba a 37°C con agitacién hasta
llegar a una densidad optica a 600nm de 0,4-0,6. Posteriormente se
trata con Cl2Ca 50mM en frio durante 20 minutos. A continuacibdn se
concentran en una solucién al 20% de glicerol en ClzCa 50mM y de esta

forma se guardan congeladas a —-70¢C.
11.2.2.- Preparacién de células sensibles

Se inoculan 25ml de medio LB-0,2% maltosa con la cepa sensible,
en nuestro caso E.coli NM6Z21. Tras un crecimiento a 379C toda la noche
se recogen las células y se resuspenden en S04Mg 10mM. De esta forma
se almacenan manteniéndose intactas alrededor de 10 dias. (Maniatis y

col.,1982).

11.2.3.- Conservacién de colifagos

El procedimiento seguido con los fages derivados del fago lambda
es el descrito por Maniatis y col., 1982. A partir de una placa de 1li-
sis aislada se realiza una suspensién en 1lml de tampdn S$M, obtenién-
dose un titulo de 2.108 ufp/ml. En el caso de los colifagos derivades
de M13 se siquid el procedimiento descrito por Messing (1983). El1 so-
brenadante de los cultivos de M13 que contiene las particulas de fago

pueden mantenerse a 4°C durante semanas.
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12.- TRANSFORMACION GENICA

12.31.~ Streptomyces

La transformacién génica en diferentes especies de Streptomyces
se basa en la obtencién de protoplastos (Hopwood y col., 19855 Bibb y
c0l.,1978). El DNA se mezcla con 20041 de una suspensiébn de
protoplastos preparados como se ha descrito en el apartado 11.1.3., e
inmediatamente se afiade 500§l de una solucién al 25% de PEG 4000 en
tampén P y se mantiene a temperatura ambiente durante 1-3 minutos. A
continuacidén se extienden en placas de medio R5 y tras 17 horas de
incubacibn a 30°C se ahade una capa de SNA con el antibibtico
requerido para 1a seleccidén (ver tabla en el apartado 10}, y se
mantiene a 30¢C. La frecuencia de transformacidn obtenida era,

aproximadamente, de 10%°° transformantes/pg de DNA.

12.2.~ E.coli

Se utiliza el método descrito por Brown y col, (1979). Se anade el
DNA a las células competentes preparadas de la forma ya descrita
{apartado 11.2.1). Se mantienen en frio durante 30 minutos y
posteriormente se someten a un chogque térmico durante 5 minutos a
37eC. Se ahade 1ml de LB y se incuban durante 1 hora a 37¢C con el fin
de que se exprese la resistencia al antibidtico correspondiente. En el
caso del cloramfenicol es necesaric un tiempo de expresidn de 30 minu-
tos. A continuaciébn se extienden en placas de LB con la seleccibn ade-
cuada y se incuban a 37°C. En el caso de utilizar plasmido que conten-
gan €l gen de la galactosidasa se afladen & las placas X—gal e IPTG. La
frecuencia de transformacién obtenida era, generalmente, de 10% trans-

formantes por g de DHNA.

13.- TRANSFECCION GENICA

13.1.- Streptomyces

Para la transfeccibdn en Streptomyces, se utilizan siempre proto-

Plastos de S.lividans preparados en el momento; en clertas ocasiones

en las que la necesidad de obtener una alta frecuencia era crucial, se
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utilizaron liposomas de carga positiva preparados exactamente como
describen Rodicio y Chater (1982). Se mezcla el DNA del fago con 200ul
de una suspensién de protoplasteos. Cuando no se utilizan liposomas se
afiaden 5001 de una solucidn de PEG en tampbd4n P al 25%, y se mantiene
a temperatura ambiente durante 1-3 minutos. En el caso de utilizar
liposomas, se mezclan suavemente el DNA, 100ul de liposomas y Z200{l de
protoplastos. Inmediatamente se afiaden 50041 de una solucidn de PEG al
60% en tampdn P, y se mantiene la mezcla durante 1 minuto a
temperatura ambiente. Posteriormente, en ambos casos, se extiende en
placas de medio R5 y se afiade R5 blando (medioc RS con una
concentracién de agar de 0,7%) con 30Ul de una suspensién de esporas
concentradas (10%) de S.lividans. Se incuba a 30°C toda ia noche. La
infeccién del fago liberado por las células transfectadas se produce
justamente cuando la espora del agar de cobertera comienza a formar el

tubo germinal apareciendo en cada caso una placa de lisis.

La frecuencia de transfeccién fué, generalmente de 107 ufp/ig DNA

y era mejorada en un orden de magnitud utilizando liposomas.

Para infectar otras especies de Streptomyces es necesario trans-
fectar primero S5.lividans, cepa TK21, y posteriormente infectar la es-
pecie elegida. Asi después de la transfeccién descrita anteriormente,
y tras una incubacién a 309C durante aproximadamente 13 horas, se
exponene las placas a vapores de cloroformo durante 30 minutos con el
fin de lisar el resto de las células de S.lividans que hayan
sobrevivido a la infeccioéon. Posteriormente se replican estas placas
con los fagos sobre cotras placas de R5 que contienen un césped de

esporas de la especie que queremos infectar. Se incuban a 30°C.

13.1.1.- QObtencién de 1isbgenos

El procedimiento para obtener lisbgenos en Streptomyces (cepa con
un DNA de fago insertado en el cromosoma) se realizé de acuerdo con

Hopwood y col., {1985a).

Una vez que ha tenido lugar la infeccién de cualquier cepa de

S.coelicolor por ejemplo, hay un porcentaje de fagos que recombinan
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con el cromosoma y se insertan en él. A estas células en las que el

fago se ha insertado en el cromosoma se las denomina liségenos.

El aislamiento de los lisdgenos se realiza por la réplica de las
placas que contienen los presuntos lisbégenos, a un medic que contenga
la seleccién necesaria. Ello tiene como fin, obtener Gnicamente aqué-
llas c¢élulas que contengan el fago insertado en su cromosoma (Hopwood

y col.,1985a).

13.1.2.- Preparacion de liposomas

Utilizado para aumentar la eficiencia de transfeccibn. Se
prepararon siguiendo estrictamente las indicaciones de Hopwood y col.

(1985a), basade en el protocolo original de Rodicio y Chater, (1982).

Se parte de 2,5mg de L-fosfatidilcelina y 1,2mg de estearilamina.
Se disuelve cada lipido en 1lml de cloroformo y se anade 0,1ml de la
sclucidn de estearilamina & la solucién de fosfatidilcolina. Se
transfiere la mezcla a un matraz de fondo redondo y se anade 8ml de
cloroformo. Se secan leos lipides a vacio a 55¢C, hasta que quede una
fina pelicula adherida a las paredes del matraz. Una vez seco se ahbade
0,5ml de buffer G (NaCl 15mM; citrato sbdbdico 1,5mM; CloCa 1mM; sa-—
carosa 280mM; L-treonina 100mM; L-histidina 100mM ajustado a pH 7 y
esterilizado por filtracidn), y se recogen todos los lipidos adherides
a la pared del matraz. Posteriormente se anfaden 3ml de medio de sedi-
mentacidn de liposomas, LSM, (5,2g de KCl en 90ml de agua y que tras
su esterilizacién se afaden 10ml de etancl). Se centrifiga a 6000 rpm
durante 15 minutos,en un rotor 55-34. Se recoge el sobhrenadante y se
guarda a 49C. La preparacion se conserva al mencs por 1 mes en estas

condicicnes.

13.2.- E.coll

Para la transfeccidn de DNA de colifagos derivados de M13 en
E.coli, se sigquid el método descrito por Messing (1983). Primeramente
se transfectan las células competentes de la forma ya descrita
{apartade 12.2):; posteriocrmente se ahaden las c¢élulas

correspondientes, en un agar de cobertera de 2xTy y que contiene X-gal
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e IPTG. Todo ello se extiende en placas de 2xTy y se incuba a 37¢C

durante 15 horas.

En el caso de los fagos derivados del fago lambda, el protocolo
que se utiliza es el descrito por Maniatis y col., (1982}. En primer
lugar se introduce el DNA en las células de la forma ya descrita en
transformacidn de E.coli. Se hacen las diluciones pertinentes en
tampd4n SM y se afiaden las células apropiladas. Posteriormente se
mantienen a 372C durante 20 minutes y se afiaden 3 ml de medio P-75. Se

incuban a 37eC toda la noche.

lLa frecuencia de transfeccién era similar a la de transformacitdn,

108 ufp por pg de DNA.

1l4.- CONJUGACION ENTRE CEPAS DE Streptomyces

Cilertos plésmidos de Streptomyces son capaces de movilizar
material genético de unas especies a otras (plasmides conjugatives).
Para realizar analisis basados en estos procesos es necesarioc partir
de cepas con marcadores genéticos diferentes con el fin de seleccionar
de una placa, en la que crecen dos cepas diferentes, la cepa elegida.
En nuestro caso se han utilizado cepas gque contienen derivados del
plasmido SCP2 sobre cepas que carecen de este pléasmido, seleccicnado
con los marcadores de ésta Ultima y ademids con el antiblético
requeride en cada caso (seglin los marcadores fenotipicos del

plasmido) .

15.- ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los ensayos de actividad bioldgica del antibiético actinorrodina
se realizaron bien sobre Bacillus subtilis, o bien sobre Micrococcus

aureus.

En los ensayos en los que se utiliza M.aureus, se vierten sobre
la placa con la cepa a ensayar 8ml de SNA a 45°C con 200Ul de un

cultivo de este microorganismo crecido durante la noche en medio LB.
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En los ensayos en los que se utiliza come microrganismo testigo
B.subtilis se procede como en el caso anterior con la diferencia de
que el SNA contiene 204l de una suspensidn de esporas de B.subtilis
{por placa a ensayar} preincubadas 5 minutos a 709C para eliminar la
fase vegetativa. Los resultados eran visibles tras crecer las placas

una noche a 37¢C.

16.- EXTRACCION DE SUSTANCIAS DERIVADAS DE ISOCROMANO-
QUINONAS

Es un procedimientc basado en el trabajo de Cole y col., (1987).
Se parte de un medio sélido 6 liguido como SY. Tras un tiempo de incu-
bacién entre 5 y 10 dias a 30°C, se alcaliniza el medio, bien con va-
pcres de NH4' en el caso de las placas, ¢ anfadiendo Tris-HCl1 hasta
llegar a un pH entre 9 y 10. Se deja difundir aproximadamente 2 horas
a temperatura ambiente., En el casc de medico sélide se congela y des-
congela rapidamente con el fin de fragmentar el agar. Posteriormente
se filtra y se acidifica el medic con ClH hasta alcanzar un pH de 1-2
(concentracidn final aproximada de 500mM) adquiriendo una ccloraciédn
roja. En estas condiciones se hace una extraccidén con un volumen de
acetato de etilo, pasando todo el pigmento a la fase orgénica.
Posteriormente se deseca en un rotavapor concentrando asi el pigmento.
Por Gltimo se resuspende en metanol y en algqunos casos en TES 125mM pH
7.

17.- CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Realizada sobre placas de silicagel 60, sin indicador fluorescen-
te (Merck), y generalmente utilizande como solvente una mezcla de clo-
roformo:metanol (8:2). Cuando se realiza una cromatografia preparativa
una vez terminada la cromatografia, se recorta la banda que interesa
de la placa y se disuelve en metancl. Por centrifugacién se quitan los
restos de silicagel y se concentra en un rotavapor a temperatura

ambiente.
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18.- SOPORTE INFORMATICO

Brujene : Para el andlisis de secuencias de Streptomyces (basqueda de
ORF “g, uso de codonesg, .etc.) (Jests Vara, comunicacién personal)
Similar al "“Codonpreference" de los programas para biclogia molecular
de la Universidad de Wisconsin (GCG) (Deveraux y col.1984), pero con

la Tabla de uso de codones caracteristica de Streptomyces.

Strider : Para el trabajo rutinario con secuencias de DNA (bisqueda
de dianas de enzimas de restriccién, deduccién de los productos géni-

cosg) {(Marck, 1988)

McDrawIl : Para la realizaciédn de dibuijos y figuras.

McWord 3.01V : Para los textos.

GCG Wisconsin : Para analisis de secuencias de DNA y proteinas,
comparaciones, etc. (Programas de The University of Wisconsin Genetics

computer group, U.W. Biotechnology center, Madison, USA).

Las comparaciones entre las distintas proteinas se realizaron me-
diante el programa COMPARE del mismo pagquete GCG descrito
antericrmente. Se utilizaron las sigulentes condiciones: ventana 30 y
una astringencia de 20. Estas condicicnes supconen que los puntos que
aparecen en el grafico presentan una homologia del 66% (Deveraux y
c0l.,1984) .

49



RESULTADOS



1.~ LOCALIZACION DE GENES HOMOLOGOS A LA ACTINORRODINA
SINTETASA EN S.antibioticus

1.1.- Construccién de una genoteca de DNA total de

S.antibioticus

Streptomyces antibioticus es una especie productora de
oleandomicina (un antibiétice macrdlido de interés industrial),
actinomicina D y probablemente otros poliquétides con 6 sin actividad

antibistica.

Basados en los datos de homologia a nivel de las distintas
poliquétido sintetasas de diferentes sistemas ya descrites, se
procedib a aislar y analizar 1los fragmentos cromosotmices de
S.antibioticus que presentaran homologia con el gen actI. Para ello,
se construydé una genoteca de DNA total de S.antibioticus en el
colifago EMBL4. E1 DNA cromesdmico de S.antibicoticus fué digeride con
la enzima de restriccién Sau3h en condiciones controladas para cbtener
una digestidén parcial del genoma. Postericomente y mediante un
gradiente de sacarcsa se proc¢edié a separar fragmentos de
aproximadamente 20kb que fueron ligados al vector EMBL4 digeride con
BamBI y Sall, (ésta Ultima digestidén fué realizada con el fin de
aumentar la eficiencia de fagos recombinantes) (Figura 5). Una vez
ligado y mediante empaguetamiento "in wvitro"™ (ver Materiales vy
Métodos, apartado 9.13) se obtuvieron los fagos recombinantes
portadores de fragmentos cromosémicos de S.antibioticus con los que se
infect® la cepa de E.coli MNGE21. Se obtuvieron aproximadamente 7x10©

ufp/gg de DNA, de las que aproximadamente el 70% contenian insertos.

El aislamiento de los fagos portadores de un fragmento de DNA
cromosémico hombélogo al gen actl, se realizd por hibridacién "in situ“
(ver Materiales y Métodos apartado 9.10) , extendiendo alicuotas de
104 ufp de la genoteca scbre 10 placas y utilizando como sonda el

pléasmido pIJ2345 {gen actl clonado en pBR323). De ecste ensayo se
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Figura 5.- Esquema de la construccién de la genoteca de S.antibioticus.

Nota:

B:

~
.
DNA cromosémico de
S.antibioticus EMBL4
digestién parcial BaﬁﬂI
Sau3a sat1
B B

Fragmentos seleccionados en
gradiente de sacarosa
{tamafios aprox. 20 Kb)

T4 DNA
ligasa

Empaquetamiente “in vitro™

Transfeccién E.coli MN6E21

Hibridacién "in situ” con
pILJ2345 (gen actI)

Anidlisis de los clones
positivos

BamHI; S:Sall
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cbtuvieron dos placas de lisis que, mediante un posterior analisis de

rastriceién, se determind que contenian fragmentos de aproximadamente
13 y 15 kb (Ana Carnero,comunicacién personal); se denominaron antl ¥

ant? respectivamente.

1.2.- Anhlisis de los clones obtenidos.

Los clones antl y ant2? digeridos con BamHI y separados los
fragmentos en geles de agarosa, se hibridaron frente al plésmido
pIJ2345 (portador del gen actI) marcado con 32py-dCTP; se determinaron
asi dos bandas BamHI de 1,8kb y de 8kb respectivamente, ¥ que
ceincidian con las bandas de 1,8kb y de 8kb que aparecian en el
digerido BamHI del DMA total de S.antibioticus. De los andlisis de
restricclon y por hibridacién cruzada se obtuvo la informacién de que
ambos clones procedian de lugares distintos en el cromosoma. La
hibridacién con el gen actl fué mis intensa con el clon antl que con
el clon antl, como se cbserva en la Figura 6.

Figura 6.- Andlisis de restriccién y "Southern blot"™ de
los clones antl vy antl obtenidos en el fago EMBLA frente a

pIJ2345.

ponda ) pIFI3ME (gem actI)




Nota: El patrén de tamafios moleculares consiste en una mezcla de
fragmentos de DNA de S.coelicolor y E.coll de tamaho conocido. Tanto
los clones antl y ant2, como los DNAs cromosémicos de S.coelicolor y

S.antibloticus estan digeridos con BamHI.

Paralelamente, en el laboratorio se estaban secuenciando los
genes correspondientes a las fases tempranas de la biosintesis de
actinorrodina. De esta forma se supo que en el fragmentoc BamHI de
2,2kb de S.coelicolor, utilizado como sonda para el rastreo de la
genoteca de S.antibioticus (pIJ2345), se encontraban toda la primera
fase de lectura abierta, actIORF1l, y parte de la segunda, actIQRFZ,
correspondiente a la poliquétido sintetasa de actinorrodina. Los
an&lisis comparativos con otras poliquétido sintetasas TipoIl,
sugerian que la homolecgia entre las ORF's equivalentes a actIORF1
podria estar mas conservada que la homologia entre las ORF's
equivalentes a actIORF2; y que la existencia del par hombélogo a
actIORF1/actIORF2 podria ser caracteristica de las poliquétido
sintetasas (Hopwood y Sherman,19%90), ya que no se ha encontrado una
organizacibén semejante en agrupamientos analogos (acido graso
sintetasas). Para saber en cual de los fragmentos de S.antibioticus
aislados existia una organizacién equivalente a la descrita para las
distintas poliquétido sintetasas, se procedié a analizar qué fraccidn
de la homologia observada podria ser debida a la homologia frente a
actIORF1 y cinal era debida a la homologia frente a actIORFZ2. Para ello
fué necesario separar actIORF1l y actIORF2 en la banda BamHI de 2,2kb
de S.coelicolor que contiene el gen actI. Con este fin se digirid la
banda BamHI de 2,2kb de S.coelicolor, clonada en pUCl8 en ambas
orientaciones (pMH181 y pMH182), con ExolIl, obteniéndose dos
subclones: pAM1801 portador de la actIORF1 casi completa, y pAM1802
con parte de la actIORFZ (Figura 7).

Los clones antl y ant2 asi como también los DNAs totales de
S.coelicolor y S.antibioticus, se hibridaron frente a los plasmidos
pAM1801 y pAM1802 (portadores de los genes actIORFl y actIORF2
respectivamente), utilizando condiciones de alta astringencia
(Materiales y Métodos apartado 9.10). De esta manera se determiné que
el clon gntl presentaba homologia intensa con actIORFl y actIORF2,

mientras que el clon ant2 s6lo presentaba una sefial fuerte frente a

53



actIQORF1l, no detecténdese senhal cuande la sonda radiactiva era el
plasmido pAM1802 (actIORFZ). De la misma manera, cuando se hibridd el
DNA cromosdmico de S.antibioticus digerido con BamHI frente a actIORF1
aparecian tres bandas BamHI y, sin embargo, cuando se utilizd la sonda

actIORF2, Ynicamente se observd la banda BamHI de 1,8 Kb.

Figura 7.- Obtencién de actIORF1l y actIORFZ2 separadas,

mediante wuna digestién ExoIII.

1 kb
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R
U
pAM 1801 pAM 1802

El clon ant] parecila, por tanto, ser un buen candidato para
contener los genes correspondientes a una poliquétido sintetasa,
mientras gue ant? parecia contener genes implicados en aiguna otra
ruta biosintética relativamente andloga a la biosintesis de

poliquétidos, ya que:

1} antl presentaba una homologia mucho mayor que ant?d frente al

gen actI (pTJ2345) y

2) antl mantenia la homologla con actIORF1l y actIORFZ, mientras

que, el clon ant2 tnicamente presentaba una homolegia intensa con

actIORF1,
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1.3.- Nuevo rastreo de la genoteca de $.antibioticus

Los datos de secuencia de los genes de biosintesis de
actinorrodina (M. Fernandez-Moreno, tesis doctoral) junto con los
datos de andlisis de transcritos (Malpartida, comunicacién perscnal),
demostraron gue la transcripcién del gen actI es en la direccién
actlORFl a actIORF2. Dada la homologia encontrada entre antl y los
genes tempranos de la biosintesis de actinorrodina, parecia razonable
pensar que en el clon antl la transcripcidn de los genes equivalentes
de una peoliquétido sintetasa se realizaria de izguierda a derecha

(Figura B).

Figura 8.- Mapa de restriccién del clon antl

1kb
—
= = = =& = o
S 3 g2 2é & RERBIF 88
i
_ N Y | LI A
—_——— -

plJ2345
__.-

Segun ésto, el clon antl Unicamente contenia aproximadamente 3kb
donde acomodar los genes correspondientes a la presunta poliquétido
sintetasa. El espacio parecia insuficiente para codificar la presunta
actividad que en el sistema de biosintesis de actinorrodina es de mas
de 4kb. Por ello, se pensd que era necesario hacer un nuevo rastreo en
la genoteca de S.antibioticus, de forma que permitiera conseguir un
clon que se extendiera mas a la derecha de los fragmentos clonados y

disponer asi del conjunto de los genes de la presunta poliquétido

gintetasas.
Para ello, utilizando come sonda el extremo derecho del clon antl

{una banda BamHI de 2,5kb) frente a la gencteca de S.antibioticus, se

=
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aislaron nuevos fagos recombinantes; de todos ellos 1los mas
interesantes parecian ser antl3 y antd. Se hicieron hibridaciones
cruzadas entre los clones antl, antd, ant4 y el genoma de
S.antibioticus previamente digeridos con enzimas de restriccién (ver
condiciones en el apartado 9.10), usando el mismo filtrc de Hybond N
(Amersham) para todas las hibridaciones. El tiempo de exposicibn de
los filtros con las distintas sondas, fué entre 2 y 5 dias a -70¢<C.
Después de cada hibridacibén se lavaba el filtro con NaOH 400 mM a 45°C
durante 30 minutes, con el fin de eliminar del filtro todos los restos
de radiactividad del experimentc anterior. La eliminacidén de
radiactividad se comprobaba tras una exposicidn a -70°2C de toda la
noche. Estos experimentos (Figura 9), permitieron determinar que antl,
ant3 y ant4 eran portadores de fragmentos solapantes y que éstos se
encontraban contigques en el cromoesoma, abarcando una zona del

cromosoma de aproximadamente 30kb (Figura 10}.

Del mismo modo, se analizaron las hibridaciones de los distintos
clones frente al DNA cromosdmico de S.antibioticus digerido con BamHI

y EcoRl observando que:

- Cuando se utilizéd la sonda antl frente a un digerido BamHI del
DNA cromosdHmico, se detectaron todos los fragmentos BamHI contenidos
en el clon antl, a excepcidn de los fragmentos BamHI de 3 y 2,5kb
situados en los extremos del clon gntl (Figura 9). En su lugar se
observaron uncs fragmentos cromosbdmicos BamHI de & y 8Kb
respectivamente. Este hecho puede explicarse, admitiendo que en los
extremos del clon antl se han generado "in vitro" unos sitios BamHI
durante el clonaje gue no estan presentes en el genoma de
S.antibioticus. De esta manera, las bandas BamHI de 3 y 2,5kb
presentes en los extremos del clon antl, son parte de unos fragmentos
cromosédmicos BamHI de 6 y 8kb respectivamente, que se digirieron con

Sau3h en el experimento de clonaje.

- Al utilizar la sonda ant3 se detectd un patré4n de bandas en el
digerido del genoma de S.antibioticus, que no se corresponde con el
observado en el clon antd, apareciendo en el cromosoma una banda BamHI
de 5,5 kb no presente en el clon ant3d. Lo mismo ocurre cuando se

utilizd el clon gptd como sonda, ya que aparte de detectar las bandas
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Figura 10.- Estructura fisica de la regidén cromosdédmica de S.antibioticus clonada
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BamAI de 8,5 y 10kb definidas en el clon antd, aparece una banda BamHI
de 5,5kb, no localizada en el clon apt4, y gue podria ser la misma
detectada en el caso del clon ant3. Los clones antld v aptd contendrian
genes que presentan homologia con otros localizados en algtn otro

punto del cromosoma, diferente a la zona analizada en este trabaijo.

~ Por 0ltimo, se vuelven a ratificar los datos de que antz
presenta una pegqueha homologia con aptl al igual que con aptd. Sin
embargo, queda excluido que este clon, antZ, proceda de la misma zona

del cromosoma gue los anteriores.

2.~ ANALISIS MOLECULAR

2.1.- Secuenciacibén de los genes homélogos a 1la

actinorrodina sintetasa en S.antibioticus

Una vez localizadas y establecido un mapa preliminar de
restricecién en los fragmentos homélogos al gen actl, se procedid a
secuenciar esta zona con el fin de caracterizar lo que parecia ser un
agrupamiento de genes implicados en la biosintesis de un poliqueétido.
La estrategia de secuenclacidbdn se refleja en la Figura 11; el

porcentaije de doble cadena secuenciade fué del 80%.

La secuencia obtenida (Figura 12) se analizé por ordenador; la
distribucidn no al azar del procentaje de G y C en tercera posicidn,
junto con el uso de codones més frecuente en Streptomyces, sugirib la
existencia en el fragmento secuenciado de cinco fases de lectura
abierta (ORF's), cuatro de elias (CRF1,2,3 v 4) parecen transcribirse
en la misma direccién y la quinta (ORF5) se transcribiria en direccion
cpuesta (Figura 13). A consecuencia de ello, en principio se podria
sugerir el hecho de que existiera al menos un mRNA policistrénico que
se transcribiria desde la ORF1 hasta la ORF4, mientras que existiria
otro mRNA que se transcribiria en diregcidn contraria gque al menos

abarcaria la ORF5.
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Figura 11.- Estrategia de secuenciacibédn del fragmento de

S.antibioticus homdlego al gen actl.
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Nota: Las flechas indican la direccidén y la extensidn de la

secuencia del DNA en cada uno de log clones.

Un analisis de la secuencia (Figura 12) aporté los siguientes
resultados: la QRFl comprende una zona de 1266 bp (de la posicién 935 a
1361) y la proteina deducida de su secuencia tiene 423 aminocdcidos y una Mr
de 44,7. El presunto codén de iniciacién es un ATG que codifica para
metionina y se localiza en la posicién 95. Es un codén de iniciaciodn
bastante utilizado en Streptomyces. No se ha encontrado una secuencia de
unién al ribosoma similar a las secuencias consensc descritas para
Streptomyces en la regibn que precede a este coddn de iniciacidn. Esta fase
de lectura finaliza con un codén de terminacién TGA en la posiciédn 1361.
Este codédn de terminacidbdn solapa con el de iniciacién de la ORFZ,
sugiriendo un acoplamiento a nivel de traduccién entre ambas (ALGA) tal
como ocurre en otros sistemas. La ORF2 comienza con un ATG correspondiente
a una metionina en la posicibén 1360 y comprende una regién de 1216 bp que
se corresponde con una proteina de 405 aminodcidos y una My de 42,3. E1
inicio de traduccién estd precedido por una secuencia de unidn al ribosoma

(GGAGG) que en distancia y secuencia coincide con las descritas come
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Figura 12.- Secuencia de nuclebtidos de la zona homéloga al
gen actl en S.antibioticus.

—Xbal . . . . . .
1 TCTAGACCGTCGCCACAGCCTTTCACCACGTAACTGCCGCTGTTTCAGAGGCGAARGGAC 60

61 TTACAGCGATGTTGTCTACGRACGCGGGCCGGACATGACCCGGCGCGTCGTGATCACCGG 120
M T R RV V I TG

ORF1_ g

121 TGTCGGTGTACGCGCTCCCGECGGCARCGGARCGARGGCGTTCTGGGACCTGTTGTCGGC 180
vV 6 vV R AP GGNGTE KOSAUZF WD L L 5 A

181 GGGCCGCACCGCCACCCGGAGCATCTCCTTCTTCGACGCGTCGCCGTTCCGTTCGCGGAT 240
G R TATURS I S F F DA S P F R S RTI

241 CGCCGGCGAGGTCGACTTCGACGCGGCGGLLGAGGGCTTCGGCCCGCGCGAGATCCGCCE 300
A G E Vv D F D A A A E G F G P RE I RR

301 CATGGACCGGGCCACGCAGTTCGCGGTGGCCTGCACCCGCGAGGLGEGTCGCGGACAGLGG 360
M DR AR T OQQF AV A CTRZEWA AWV A D S G

361 GCTGGACCTGETCCGCGCTGRATCCGCACCGCATCGGGGTCAGCCTGGGCAGCGLGGTCGE 420
L5 DL §$ A L b P HRTI GV S L G §8 A V A

421 CTCGGCGACCAGCCTGGAGRACGAGTACCTCGTGATGTCGGACGCGGGCAAGGAGTGGGA 480
S AT § L £ N E Y L VM S D AG K E W E

481 GGTCGACCCGGCCTACCTGTCCCCGCACATGTTCGACTATCTGTCCCCCGGCGTGATGCC 540
v b P AY L S P HMUPF¥F D Y L S P GV MP

541 GGCCGAGGTGGCCTGGGAAGTGGGCGCGGARGGCCCGGTGACCATGGTGTCCGACGGLTG 600
A E V A WEV G A E GP VT MV S D G C

601 CACCTCGGGGCTCGACTCGGTGCGCTACGCCGTCCAGCTGATCCGCGAGGGCACGGTCGA 660
T § G LD SV RY AV (0L I REZGTV D

661 CACCGTCGTCGCCGGCGCCGCGGACACCCCGATCTCCCCGATCGTGGTCGCCTGCTTCGA 720
T VvV vV A G A A D TP I S P I V V A CUF D
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CGAGGCGGCCAAGAACCGCGGCGCGCACATCTACGCGGAGGTCGGLGGGETACGCCACCCG
E A A KNURGAUHBRIUYAUEVG G Y A TR

CTGCRACGCCCRCCACATGACGGGCCTGCGUAAGGACGGLCGCGAGATGGCCGAGGCCAT
C N A O B M T GG L R KD G REMAZERE A I

CCGTGTCTCGCTGGACGAGGCACGCCTGGACGGCACCAAGATCGACTACATCAACGCGCA
R Vv §8 L b EA RL D GT K I D Y I N A H

CGGCTCGGGCACCAAGCAGARCGACCGCCACGAGACCGCCECTCTTARGCGCTCCCTGGG
6 5 G T K ¢ N D RUBE T™AAIL K R S8 L G

CCAGCACGCCTACGACGTGCCGGTCTCCTCCATCAAGTCGATGGTCGGCCACTCCCTGEG
¢ B A Y DV PV § &5 I K S5 MV G H 8§ L &

GGCCATCGGCTCCGTCGAGATCGCCGCCTCACTGLTGGCGATCGAGCACAACGTCGTGCC
ATl 6 s v E I A A S L L A I E H N V V P

GCCGACGGCCAACCTGCACACCCCCGACCCCGAGTGCGACCTCGACTACGTACCCCTGAC
P T A NUILHTP D» P E CD LD Y VvV P L T

CGCCCGCGAACAGCGCGTGGACACGGTGCTCACGGTCGG&TCCGGCTTCéGAGGCTTCCA
A R E Q R VDTV L TV G S5 G F G &G F @

. robs? . . .
GAGCGCGATGATCCTGCACCGTCCGGAGGTGGCCGCGGCATGACCACCGTCATCACGGET
s A M I L HRUP E V A A A *

ORF2 —pm- M T T V I T G

ATCGGGGCGGCCACGCCCAACGGCCTGGGCACCGAGGLGTTCTGGARGGCGACGCTGACG

I G A AT PNG L G TEOAUF W K AT L T

GGCACCAACGGGGTCCGGGAACTGACCGGCTTCGACACCTCCGCGTACCCCTCGCGCCTS

G T N 6 V RE L T G ¥ D T S A Y P S R L
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780

840
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1020
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1140

1200

1260

1320

1440

1500



1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

GCCGGGCAGATCGTCGACTACGACGCCAAGRCCCATCTGCCCAGCAGGLTGCTGCCGCAG

A G O I V D Y DA XK T H L P S R L

ACCGACGTGTCGACCCGCTACGCGCTCACCGCCGLCGCCTGGGLL

L P 0

~ghol .
CTCGAGGACGCGGGC

T 0 vV §S T R Y A L T A A A WAL E D A G

GTCGACGAGAACACCCTGCCCGACTACGACATGGGCACGGTCACCTCCAACGCCCTCGGC

v bp ENTUILPDY D MGTV T S N-AILG

GGTTTCGCGTTCACCCACCAGGAGTTCAACARACTCTGGTCCAAGGGCTCGGAGTTCGTC

G F A FTHOQZEU FNIZ KTILW S K G S

s v Y E S F AW F Y A V N T G Q I

E F WV

_BglII .

TCCGTCTACGAGTCGTTCGCCTGGTTCTACGCGGTCAACACCGGCCAGATCTCCATCCGE

5 I R

CACAAGCTGCGCGGGCCCAGCGCCGCCCTGGTCGGCGAGCAGGCGGCGGCTGGACGCGTC

H KL RGP S A ALV GE QA A AUG RV

GGGCACGCCCGGUGCACCGTCGAGCGCGGGACCAAGCTCGTGGTGTCCGGCGGCGTGGAC

G H A R R TV ERGTEKIL V V 5 G G V D

TCCGCGTTCGACCCCTGGOGCTGEGCCTCCCAGCTGGCGEGCGGCCGGGTCACCACCGCC

S A F D P WGWA S QL AMGOGRV T T A

ACCGACCCGGAGGCGGCCTACCTCCCGTTCGACGAGCGGGECGGCCGGCTATCTGCLCGGE

T D P E A A Y L P F D EURWAWBARAGY V P G

GAGGGCGGCGCGATCCTCATCGCCGAGGACGCCGCGAGCGCCCGEGAGCGCGGCGCGCCC

E G 6 A I L I A E D A A S A R E R

CGGATCTACGGCGAGATCGCCGGCTATGCCTCGACGTTCGACCCCARALC

R I ¥ G EI A G Y A S TVF D P K F

G A P

_BamHl .
GGGATCCCGG

G S8 R

GCGCGAGCCCGGLTGCGLCGEECEGECCGARCTGGCCCTGGCCGACGCCGGGCTGGCACCC

A R A RLRURARAZETLATLATDA ATGTILA AP

GCCGACATCGACGTGGTGTTCGCCGACGCGGCCGGCCTGCCCGAGCTCGACCGGATCGAG

A

D

I

p vv F A D AW AGTLPE L D

R I E
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2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

GCGGACGCGCTGCGCGCCETCITCGGCCCGLGGEGLEGTGCCGGTGACCGCGCCCAAGGCE

A°D AL RAV F G P R GV P V T AP K A

CTGACCGGCCGGATGTACGCGGGLGGCGGCCCCHCGGACCTGGCGAGCGCGCTGLTGTCC

L T GR MY A GG G?P?P A DL A S AL L S

ATCCGGGACGGCGETCATCCCGGCCAGTGGCTTCACCGCCCAGGTCCCCGACGCCTACGGC

I R D 6V I P A S G F T AV P DAY G

ATCGACCTGGTGACCGGCGAACCCCGTACCCGGCCGGTGTCCGCGGCACTCGTCCTCGCA

I »p L. VvV T 6 E P R TZRU©®PV S A A L V L A

CGCGGACGCTGGGGCTTCAACTCGGCCGTCGTCGTCACGCGCCACACCGACCACTGAGCT
R GG R W GG F¥F N S & V V V T R R T D H *

. . . rhs? . .
GCCCEACGCCGECAGTTCCCCACCTGACAGGAGAAGACCCTCATGGCTCAGCTCGCCATC
M A O L A I
ORF3 g
BgllIl . . . . . .
GAAGATCTGCGACGCATCCTCATCGCCTGCGCCGGCGAGGACGACAGCCTCGACCTGACC
F b L R R I L I A& C A G B D I 8§ L I L T

GGCGACATCCTCGACAGCACCTTCGAGGACCTCGGTTACGACTCGCTCGUCCTGATGGAG
G p I L. o s T ¥ E DL G Y D S L A L ME

TCCGLCGCGCGCATCAAGCAGGAGTACGGCAT CGACCTGTCGGACGACGACATCGCGGAG
S A A R I K Q E Y G I DL & D D D I A E

GTGGAGACACCCCGCGCGLCTCCTCGCCCTGETCARCGCCGACACGGCARCGGCCGCCETC
v ET P RAL L A L VYV N A DT A T A AV

TGACGTCCGGGCCCGACCGTACGLLTCCGGGGCCCGTATCCGCCGTCACCGGGATACGGS
*

. . rbs? . . .
CCCCGGCCCCTTCCGCGCCACCGTCCCGAGCCGAGGAGARGCCGCCATGGAACGAACCGET
M E R T V

ORF4 __y

GATCCACCGCACCGAGCACACCCGCATCGTGTCCGCTCCCGCCCAGGTCGTGTACGACCT
I # R T EH TR I V 5 A P A Q V V Y D L
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3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

GGTGGCCGATGTCACCCTGfGGCCCGCGGTGTTCGGGCCCAGCGTGTACGTGCGCCACCT
Y A DV T L W?P?P AUV F G P S8 V Y V R H L

. . BglIl . . .
GGAGCGCGACGAGCGCAGCGAGETCTTCGAGATCTGCGCGCAGGTCAACGGCARGGTCAC
E R D E R S E V F ETI WAV NG K VT

CAGCTGGACGTCGCGGCGGGTCCTCGACCCCGCGCGCCG&TACGTGAGCTTCCGGCAGCA
S W T 8 R R V L D P ARIRY V 5 F R Qg Q

GCGCAGCTTCGCACCGGTCACCTCCATGGCOGGCAGCTGGCTGCTGCGCGAACTGCCCGA
R §$ F aAa p VvV T 5 M G S W L L REL P D

CGGCAGCACCGAGGTGETGC TGCGCCACCGCTTCAGCGTCGAGGACGACGCCCCCGCLGL
G § T E V V L R HERZF SV EDDAZP A A

COTCGAGGCGCTGATCACCGCGLCTGGACCGCAACAGUGGCGAGGAACTGGLGGLACTGGC
v E A L I TAUL DRI NUGSGEETLAATL A

CCGGGTCGCCGAGCTGGGCCACCCGETGGLCGACGTGEGTGTTCTCCTTCACCGACGTCGT
R VvV A E L 6 H P V & DV V F § F T DV V

CCCGATCACCGGCGETGCCGCGGCEGCCTACGACTTCGTCAACCGGGCCGACCTGTGGEE
P I TG G A A A A Y DF V NRADILW A

CGAGCGGCTGCCGCACGTCAGCCGGGTACGGCTGACCGAGGACGAGCCGGGCGTGUAGGA
E R L P BHV 8 RV RULTET DEUP GV Q D

CCTGGAGATGGACACCGTCACGGCGGACGGCTCGGCACACACCACCCGCTCGGTGCGCAT
L M DTV T AD G S A AR T T R §§ V R I

CTGCCACGAGCCGTCGTGGATCGCCTACARGCAGCACGTACTGCCGAAGCTGCTGACCGEG
C BH EP S W I AUY XK QB YV L P KL L T G

ACACAGCGGCCTGTEGACGTTCACGGACGGLCCLGALGGGCCCGTGGCCACCGLCLGGLA
H §$ 6 L WTU FTD GPD G P V A T AR H

CACCGTCGCGCTGAACCCGGCGACGGTCCGCGAAGTGC TCGGCEGACAGGCCACCLTCGE
T vV A L NP A TV REUV L G G Q A T L A
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3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

CGACGCCCGTGCCTTCGTACGCGAGGCACTGGGCCGCARCAGCCTGACCACGATGACCCA
O A RA F VREAILGIRNZSTLTTTMT H

CGCCGCCGCGCACACGGGLGAGGGGAGCCAGGTCTCCGCCTGAACTCGGGCGCGGGCACA
A A A H T G E G S Q V S8 A *

CACGGCCGCCCCTCTCCGGGACCGGEGAGGLGCGGCCGTGTCATGGCCEGTGGCGGCGLGE

ATCAGTAGTTGCCCAGACCGLCCGCACACGTTGAGGGLCTGCGCGGTCACCGLGGLCCGLGT
TAGTCATCAACGGGTCTGGCGGCGTGTGCARACTCCCGGACGUGCCAGTGGCGCCGGCGCA
*Y N G L 6 66 C V NL a @Q A T YV A A A

CGTCGCTCACCAGGTACTCGACCATGGCGGLCACCTCACGGGTCTCCACGTAACGGCCCA
GCAGCGAGTGGTCCATGAGCTGGTACCGCCGGTGLAGTGCCCAGAGGTGCATTGCCGGET
o p 5 v L ¥ BE V M AAV E R TE V Y R G

GCGGCACCCGCGTGGTGATGCGGTCGTGGGTCTCCTGCTCGCTCACGCCCCAGATGCCGE
CGCCGTGGGCGCACCACTACGCCAGCACCCAGAGGACGAGCGAGTGCGGGETCTACGGCC
L P VRT?T T I RD B TE QE § V G W I G

CGTAGTGCTCGCGCACCCGCTCCGCCATCGECGTCTCGACGAAGCCGGGGCACACCGLGT
GCATCACGRAGCGCGTGGGCGAGGCGETAGCCGCAGAGUTGCTTCGGCCCCGTGTGGCGCA
A Y H E RV R EAMP T EV F G P C V A

TGACCGTGATGCCGGTACGGGCCAGCTCCAGACCGAGGGCCTTGGAGARGCCGACCACGE
ACTGGCACTACGGCCATGCCCGGTCCAGGTCTGGCTCCCGGAACCTCTTCGGCTGGTGCS
NvTTIOGTRATLEFEFILGTILAI K S F GV V

CGTGCTTGGACGCCGAGTAGGGCGCGGCGfGCACGACGCéCTGCTTGCCéCCGGTGGAGG
GCACGAACCTGCGGCTCATCCCGCGCCGCACGTGCTGCGGGACGARCGGCGGCCACCTCC
G H K S A 5 Y P A A BV V G Q KG G T S

. . . Sphl | . .
CGATCGAGATGATGCGGCCGGACTTCTTCGCCAGCATGCCACCGGTGTTGAGGACTTCCT
GCTAGCTCTRACTACGCCGGCCTGAAGAAGCGGTCGTACGGTGGCCACAACTCCTGARGGA
A I 5 I I R 66 S K K AL MG GG T N L V E

TGGTCATCAGGAAGACACTGTTGAGGTTCGTGTTGATGACGTCGARCCACAGGTCGTCCG
ACCAGTAGTCCTTCTGTGACAACTCCAAGCACAACTACTGCAGCTTGGTGTCCAGCAGGC
K T ML F V § NL NTUN I VD PF WIL D D

GGATCTCGTTGGTGGCTCCGLCCEGLCGLTGCGLCCGGCETTGTTCACGAGGATGTCGACCG
CCTAGAGCAACCACCGAGGCGGECGGCGACGCGGGECCGCAACARAGTGCTCCTACAGCTGGC
Pp I EN T A G G G 5 R G A NNV L I D V

GCCCGAAGCGGTCGACGGLCGCGLGGACGAAGGCCCTGATCTGCTCGGGGTCGGACACGT
CEGGCTTCGCCAGCTGCCGGCGCGCCTGCTTCCGGGACTAGACGAGCCCCAGCCTGTGCA
P 6 F R DV A A RV F A RI @O E P D S5 V
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4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

CACACGTGGTGCCGTCCACCTCGTACCCCGCGTCCGTCAACTCCTTGATGGTGTCGGCCA
GTGTGCACCACGGCAGGTGGAGCATGGEGGCGCAGGCAGTTGAGGAACTACCACAGCCGET
b ¢ T T DbV E Y G A D T L E K I T D A

GTTGGTCCTCATGGCGCGCACACAGGTAGACCCGGGCCCCGAGCCCGGCGAGGCGCCGGE
CAACCAGGAGTACCGCGCGTGTGTCCATCTGGGCCCGGGGCTCGGGCCGCTCCGCGGCCC
L Q DEBPRATCLYVRAGULGWLATULURR

_Xhol. . . . . .
CGATCTCGAGACCGATCCCGCTGGTGGCTCCCGTGACCAGGGCGACCGGCTTGACTGCCT
GCTAGAGCTCTGGCTAGGGCGACCACCGAGGGCACTGGTCCCGCTGGCCGARACTGACGGA
A I £ L G I 6 S T A GTV L A V P KV A

rhsg?

GTGACATGTGTTCTCCCGAATCGCTGTGACGGCAGGTGCCCACCGAGCGTGCTGGGCGCé
CACTGTACACAAGAGGGCTTAGCGACACTGCCGTCCACGGETGGCTCGCACGACCCGCGT

Q9 S M

CCTCGTGCCCTGCTGGARGGCGCCTTGARGCACACCEGCCGCGCTCATGCGCCGCCCCGA

CCGTGCTCCAGAGEGATTCGAGCGCCGGTGGCGATCCTGGCCCGECCACCACCCGCCCGA

CGACCCAGGTGAGGAACCCTCATGCCCACGCCGTCAGCAGTGATCTCTACACCAGGTCAG

CACTTCTACGCCGCAGATCCAGGCCTCGACGAGGCGCTGGAGGAT 5085
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Figura 13.- An&lisis de fases de lectura de los genes homélogos a

los genes act en S.antibioticus
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consenso en Streptomyces (Bopwood y col.,1986). El final de la ORFZ

tiene lugar en un codbn TGA en la posicién 2575.

Esta disposiciébn acoplada de las primeras fases de lectura es
comin a otros sistemas, incluyendo los genes tempranos de 1la
biosintesis de poliquétidos, como actinorrodina (M. Fernandez-Moreno,
tesis doctoral), granaticina (Sherman y col.,1989) y tetracenomicina
(Bibb vy col.,1989).

La ORF3 se extiende sobre una secuencia de 257 bp y su producto
génico es un polipéptido de 86 aminoadcidos y una My de 9,1. El codbn
de iniciacién es un ATG gue codifica para metionina (posicibn 2623).
Este inicio de traduccién viene precedido por una secuencia rica en
purinas {..GGAGBA..) y que probablemente pueda actuar como un sitio de
unién al ribosoma ya gque mantiene cierta complementariedad con el
extremo 3' del RNA ribosémico (Hopwood y col.,1986). Esta ORF3 termina
en un codén TGA en la pesicién 2881, bastante utilizado como codébn de
terminacién en Streptomyces. La ORF3 estd separada de la ORFZ por 48

nucledtidos aparentemente no codificantes,

La ORF4 comienza, al igual que las anteriores, en un coddédn ATG
que codifica para metionina localizada en la posicidn 2987. Esta fase
de lectura abierta tiene un tamano de 957 bp. El producto génico
deducido de su secuencia estd compuesto por 318 aminocdcidos y una Mr
de 34,7. El coddn de iniciacién va precedido por una secuencia rica en
purinas (..GGAGAA..) y que pudiera ser el sitio donde se une el
ribosoma a la cadena de RNA para comenzar la traduccion. El coddn de
terminacién es un TGA {posiciébn 3941), que es bastante utilizado como
tal en Streptomyces. La ORF4 se encuentra separada de la ORF3 por una

secuencia de 106 nucledtidos aparentemente no codificante.

La ORF5, comienza en un codén de iniciacién ATG que codifica para
metionina en la posicién 4807 {(cadena complementaria). Este inicio de
traduccién viene precedido por una secuencia como las descritas para
las ORFs anteriores, ..GGAGAA.., y que pudiera ser la secuencia de
reconocimiento del ribosoma. La ORF5 tiene una extensién de 783 bp y
se corresponde con un producto génico de 261 aminodcidos y una Mp de

27,5. E1 coddn de terminacién es un TGA al igual que en los genes
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descritos anteriormente, localizade en la posiciédn 4024. Entre la ORF4
y la ORF5 existe una secuencia de 83 nuclebdtidos aparentemente no

codificante.

2.2.- Deducciétn de las funciones de las presuntas

proteinas obtenidas a partir de la secuencia

2.2.1.- QORFl y ORF2

Datos previos a este trabajo demostraron que a nivel de los genes
tempranos existia una alta homologia entre las proteinas deducidas de
las secuencias de diferentes poliquétide sintetasas, por ejemplo, la
actinorrodina (M. Ferndndez-Moreno,tesis doctoral) y granaticina
sintetasa (Sherman y col.,1989), y algunas proteinas deducidas de 1la
secuencia de acido graso sintetasas tanto de bacterias como de
mamiferos. La bisqueda en el banco de datos de secuencias homdlogas a
las obtenidas de S.antibioticus reveld los datos reflejados en la

Tabla 4.

Tabla 4.- Homologia del péptido correspondiente a la

ORF1l con diferentes ceto-acil-sintetasas

2 ] Logi % id {dad
AGS E.colid 56 32
AGS ratab (4-412) 48,5 26,2
GraldRrF1¢ g2 87,2
ActIORF1G 95 75,3
TemORF1€ 80 69
EryAf (38-458) i 52,5 27,8
6-MSAS P. patulumd 47 25
a) Kauppinen y col.,1988 d) M. Fdez-Moreno, tesis doctoral
b) Aamy y col.,1989 e) Bibb y c¢ol.,1989
¢) Sherman y col.,1989 fy Cortés y col.,1990

g) Beck y col.,1990
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NOTA.- los nimeros entre paréntesis son las posiciones relativas
de los dominios homélogos dentro de la secuencia de la sintetasa en

cada caso.

Cabe destacar la alta identidad gque existe con las proteinas
deducidas de las secuencias equivalentes en las sintetasas de
antibidéticos poliquétidos como granaticina y actinorrodina {(un 87% y
76% respectivamente). Igualmente, aungue €n mencr grado, existe
homelogia con dominios discretos de ceto-acil-sintetasas de AGSs y
poliquétido sintetasas de TipoI, como es el caso de la 4cido graso
sintetasa de rata (48%), en el dominio ceto-acil-sintetasa
{aminoacidos 4 y 412), y 1la sintetasa de eritromicina {52, 5%) en uno

de los dominios ceto-acil-sintetasa {(aminodcidos 38 al 458).

Figura 14.- Comparacién a nivel de proteinas entre el
péptido deducido de la ORFl de S.antibioticus y ActIORFl ¥y
GraORF1l.

ActIORF1
GraORF'1

ORF'1 ORF'1

Cuando se hizo un anllisis gré&fico de alineamientos entre estas
proteinas mediante el programa COMPARE, y utilizando las condiciones
descritas en Materiales y Métodos apartado 18, se obtuvieron los
alineamientos gue se muestran en la Figura 14. La ORF1l, por tanto,
presenta un alineamiento casi perfecto tanto con GraORF1l y ActIORF1l a

lo large de toda la molécula.
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En la ORF1l se encuentra un residuo de cisteina en la posicién 169
(Figura 12), gque parece ser el punto donde se anclan los radicales
acilo para que sean condensados, es decir, el centro activo de la
proteina. Cuando se hizo un estudic comparativo a nivel de las
homologias existentes en los centros activos de diferentes ceto-acil-
sintetasas, se vid gue existia una alta homologia en una zona de 17
aminoécidos del dominio ceto-acil-sintetasa, llegando inclusoc a una
total identidad en esta zona con la secuencia de granaticina (Figura

15).

Figura 15.- Homologias a nivel de los centros activos de

diferentes ceto-acil-sintetasas.

TcmORF1 GPVTVVSTGCTSGLDAYV
ACLIORF1 GPVTMVSTGCTSGLDAV
GradRrrl CGPVTMVSEDGCTSGLDSYV
ORF1 GPVTMVSES5DGCTSGLDSYV
AGS E.coli GVNYSISSACATSAHCI
AGS S.cerevisiaed GPIKTPVGACATSVESY
AGS rata GPSIALDTACSSLLALGY
EryA (1} GPAMTVDTACSSGLTAL
©-MSAS P.patulum GPSTAVDAARCASSLVATI

Las referencias son las mismas que las de la Tabla 4 y ademas:

a) Mohamed y col.,1988

1) La maxima homologia se presenta a nivel del primer dominio
ceto-acil-sintetasa descrito, comprendida entre los amino&cidos 38-

458.

Mediante un estudio semeljante al realizado en el dominic ceto-
acil-sintetasa, se ha encontrado en la parte final de la proteina
deducida de 1la ORFl, un presunto domini¢ acetiltransferasa como se

observa en la Figura 16.
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Figura 16.~ Homologias a nivel de los centros activos de

diferentes aciltransferasas.

TcmORF1 $SS51I
GraQRF1l 581
ActIORF1 §$S1I
CORF1 5S1I

AGS E. coli PAD
AGS Rata L KP
EryA (1) VEP
6-MSAS P.Patulum I TP

(1} EI dominio aciltransferasa de

descrito en la Figura anterior.

KS MG H GATI S1
KSM H GAI S L
KSMVGHBSLGAIGS SV

ATFAGHSLGEYAAL
DGIIGHSLGEVACG
AAVVGHSQGEIAARA
QAVIGHSVGEIAAS

EryA corresponde al mismo

Las referencias son las mismas gue las de la Tabla 4.

Tabla 5.- Homologia del producto génico correspondiente

a la ORF2 con sus equivalentes en otros sistemas.

£ homologia
GraORF2 77
ACtIORF2 75
TOMORE 2 70
EryA (1497-1926) 47
AGS rata (3-410) 46

s 3d | dad
68
64
54

23

22

Nota: las referenclas son las mismas que las de la Tabla 4.

El presunto producto génico de la ORFZ presenta una homologia del

50% con la proteina deducida de la ORF1l. Carece del residuo de

cisteina tipico del centro activo de

las distintas ceto-acil-

sintetasas; el acoplamiento traduccional entre los productos de ORFL y

ORF2 sugieren formar parte de un complejo multienzimatico con

actividad acil-sintetasa. Cuando se compard el producto génico

deducido de la ORF2 con las proteinas equivalentes en los complejos de



biosintesis de otros policuétidos (que carecen igualmente del residuo
de cisteina), se vié que existia una alta homologia, como se refleja

en la Tabla 5.

Cabe destacar gque la homologia que existe entre la proteina
correspondiente a la ORFZ y la sintetasa de eritromicina (AGS TipoI},
se encuentra a nivel del segundo dominic ceto—acil-sintetasa descrito,
mientras que con la aclido graso sintetasa de rata el dominio homélogo
es el mismo que en ¢l caso del péptido deducido de la ORF1l, aungue el
porcentaije de identidad es alge menor. Parece, por tante, que la
presencia de los equivalentes a la ORFl y ORF2 es una organizacién
conservada en distintas poliquétido sintetasas, sin equivalente en las

acido graso sintetasas.

2.2.2.- QRE3

Comparando la secuencia de amincacidos obtenida mediante 1a
traduccién por ordenador de la secuencia ORF3, frente a las proteinas
egquivalentes de poliquétido sintetasas y acido graso sintetasas, se
obtuve un alto grado de homologia con las proteinas transportadoras de

residuos acilos (ACP) de todos los sistemas analizados (Tabla 6).

Tabla 6.- Homologia entre el proeducto génice deducido de

la ORF3 y sus equivalentes en otros sistemas.

% ] 1o % id {dad
GraCRF3 77 65
BCtIORF3 70 55
TcmCRE3 €8, 6 44,5
EryR (2803-2906) 49 29

AGS rata (2111-2198) 49 31

AGS conejo? 54 34,4

NOTA.- los nameros entre paréntesis son las posiciones relativas

dentro de la secuencia de la sintetasa en cada caso. Las referencias
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son las mismas gue las de la Tabla 4 a excepcidn de: a) McCarthy y

col.,1983.

Bl igual que en comparaciones anteriores, el producto génico
presenta una mayor homologia con las correspondientes proteinas de las
poliguétido sintetasas que con sus hombdlogas en las diferentes &cido
graso sintetasas. Asimismo, cabe destacar que sigue existiendo un 10%
mas de identidad en la comparacién de ORF3 con GraORF3 que en la

comparacién con ActIORF3.

El alineamiento grafico de ORF3 c¢on las proteinas ActIORF3 vy
GraORF3 es muy pronunciado, sobre todo en la parte central de la

molécula como se observa en la Figura 17.

Figura 17.- Homoleogia de la proteina deducida de la ORF3
con ActIORF3 y GraORF3.
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Las condiciones utilizadas son las descritas en Materiales y

Métodos, apartado 18.

La proteina transportadora de residuos acilos (ACP), interviene
en los procesos de recepcibn y presentaciédn de los residuos aciles a
la enzima condensante y de soporte de la cadena carbonada en formaciédn
mientras se van ccndensando las distintas unidades (HBale vy

Leadly,1985; Hale y c¢ol., 1987},
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El centro activo de la ACP se caracteriza por tener un residuo de
serina al que se une el brazo de fosfopanteteina que a su vez ligaréd
las unidades acilo que elongarin la cadena policetbdnica. Este brazo de
fosfopanteteina ir4 desplazéndose con el fin de facilitar la accién de
la enzima condensante al presentarle las unidades a condensar (Figura
3).

Cuande se hizo una comparacién en la zona del centro activo
(Figura 18), se encontr6 que la proteina deducida de la ORF3 mantiene
la serina tipica del centro activo asi como la mayoria de los
aminodcidos en una zona de 12 aminoicidos alrededor del residuc de

serina.

Figura 18.- Homologia entre los presuntos centro activos

de ACP de distintos sistemas.

TemORF 3 ODLGYDSIALLE
ACtTORF3 EDIGYDSLALME
GraORF3 EELGYDSIALME
CRF3 EDLGYDSLALME
AGS E.coli EDLGADSLDTVE
AGS Spinacea oleracead SKLGADSLDTVE
AGS Coneijo ADLGLDSLMGVE
RAGS S.erythraeab EDLGMDSLDILVE

EryA (Z2803-2906) TELGFDSLTAVG

a) Kuo y col.,1984 b) Hale y col., 1987

El resto de las referencias son las mismas que en los casos

anteriores,

La corganizacién de los genes aislados de S.antibioticus, y las
funciones derivadas del analisis de 1los productos génicos

correspondientes, sugieren un modelo de poliquétido sintetasa que

76



interviene en un proceso de biosintesis mediado por la ACP como

soporte de la cadena a elongar, a diferencia de la chalcona sintetasa.

2.2.3.- QORF4

La presunta proteina deducida de la ORF4 es la que presenta menos
homologia con su presunta equivalente en los genes de biosintesis de
poliquétidos. Tiene una homologia del 76% con GraORF4 y del 67% con

ActORF4, como se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7.~ Homologia entre el producto génico

correspondiente a la ORF4 vy sus egquivalentes en otros

sistemas.
<, H;EE]EQjﬁ cIdE]Ctj jij
GraORF 4 76 bl
ACtORF4 67 53
TCQRE4 50 24
BErya (2269-2670) 47 27

Nota: los numerocs entre paréntesis son las posiciones relativas
dentro de la secuencia de la sintetasa en cada casco. Las referencias

son las mismas que en los casos antericres.

A pesar de todo, existe un buen alineamiento extremo a extremo
tanto con GraCRF4 como c¢on AcCtORF4, mientras que con TcmORF4
Gnicamente existe homologia en el extremo N-terminal, como se muestra

enr la Figura 19,

Mediante un estudio realizado sobre intermediarios quimicos en
S.violaceoruber y S.coelicolor, se determind que tantc GraORF4 como
ActORF4 intervenian en un doble proceso de deshidratacién y ciclacién
{Sherman y c¢0l.,1981}). A diferencia de éstas dos anteriores, el
producto génico deducide de tomORF4 es una proteina bifuncicnal con
actividad ciclasa/o-metiltransferaza (Hopwood y Sherman,1990}. Se ha
determinado que en la mitad del extremo C-terminal de la proteina
deducida del gen tcmORF4, existe homologia con la hidroxindol-O-

metiltransferasa de vaca (Ishida y col.,1987); la actividad ciclasa
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parece localizarse en el extremo N-terminal. De estos datos se deduce
que los péptidos ActORF4 y GraORF4 tienen en su extremo N-terminal la
actividad ciclasa, que comparten con el péptido TcmORF4, mientras que
en el extremo C-terminal de los péptidos GraORF4 y ACctORF4, se
localiza la actividad deshidratasa a diferencia del péptido TcmORF4
que tendria en este extremo una actividad o-metiltransferasa. En base
a ello, el producto génico deducido para la CRF4 parece ser una
proteina con actividad ciclasa/deshidratasa, sugiriendo la existencia
de un intermediario en S.antibioticus similar al que se produce en la

sintesis de actinorrodina y granaticina.

Figura 19.- Comparacibén a nivel de proteinas entre ORF4

de S.antibioticus y ActORF4, GraORF{4 y TcmORF4.

ActORF4
AN
GraQORF4

ORF4 ORF4

TcmORF4

ORF 4
Las condiciones en las que se realizaron estos alineamientos son
las descritas en Materiales y Métodos, apartado 18, salve en el caso
de la comparacién con TcmORF4 en las que las condiciones son ventana:

30 y astringencia:18,
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2.2.4.- ORF3

En el analisis del producto génico de la ORFS se ha encontrado
homologia con la proteina deducida del gen actII1 (Hallam y col.,1988)
y las proteinas correéespondientes a los genes graCRF5 y graCORF6
(Sherman y co0l.,1989). Con menor homologia se encontraron algunas
deshidrogenasas asl como el dominio cetorreductasa del peolipéptido
funcional que interviene en la biosintesis de eritromicina, como se
observa en la Tabla 8. Al igual que en los casos anteriores los
péptidos mas homdlogos al deducide de la CRFE5, son los implicados en

la biosintesis de granaticina y actinorrodina.

Tabla 8.~ Homologia de la proteina correspondiente a

ORFS con sus equivalentes en otros sistemas.

F.homelogia % identidad

GraQRr5a 90 80
GraORF 62 54 34
ActIIIP a1 70
GDH (B. subtilis)C 54,5 34,3
RDE (Klebsiella aerog'enes)d 54,5 31
ADH (Drosophila)® 48 34
Eryaf 50 25
a) Sherman y col.,1989 d) Moore y col.,1977

b) Hallam vy col.,1988 e) Thatcher, D.R.,1980
¢) Jany y col.,1983 f) Cortés y col.,1990

NOTA: GDH: glucosa deshidrogenasa; RDH: ribitol deshidrogenasa:;

ADH: alcohol deshidrogenasa.

Existe un buen alineamientc entre las proteinas correspondientes

a los genes actlII y graORF5 con el producto génico de la ORFS,
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mientras que la homologia con la proteina deducida de graCRF6 es

bastante menor (Figura 20).

Figura 20.- Comparacién a nivel de aminodcidos entre el
producto génico de la ORF5 con las proteinas
correspondientes a los genes actIII, graORF5 y la graORF6

e

ActIIT
GraORF5
{
GraORFé6

AN

ORF 5 ORF'5 ORF'S

Las condicicones en las gue se realizaron estos alineamientos

estan descritas en Materiales y Métodos apartado 18.

En el caso de los genes implicades en la sintesis de granaticina
se ha determinado que graORF5 y graORF6 son homdlogos al gen actlll,
aunque graORF6 en menor grado. Ademas, la traduccién de estos dos
genes est& acoplada {(Sherman y col.,1989%). La funcidén que realiza la
proteina deducida del gen actIiI, s¢ ha asociado a una actividad
cetorreductasa (Hallam y col,1988) que reduce el grupo ceto localizado
en el carbono 9 de la estructura que dard lugar a la molécula de
actinorrodina {(Bartel y ¢o0l.,1990). La homologia entre la proteina
deducida del gen actIII con los productos génicoes deducidos de graORF5
y graORF6 hace pensar que éstos tienen igualmente una funcién

cetorreductasa.

La méxima homologia de la proteina correspondiente al gen ORFS
con GraORF5 (algo menor con el producto génico del gen actIII) hace
pensar que el intermediario sea afin al de la ruta de granaticina. Sin
embargo, los datos de la secuencia parecen descartar la existencia de
otra ORF acoplada a la ORF5 {(como ocurre en granaticina). El producto

génico correspondiente a la ORFS, parece ser una cetorreductasa
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similar a la de granaticina (Sherman y co0l.,1989) y actinorrodina

{Hallam y col.,1988).

Las proteinas implicadas en reacciones redox utilizan como
coenzima bien meoléculas de NAD o bien de NADP, lLas enzimas que unen
piridin nuclebtidos parecen conservar un dominio caracteristico
GXGXXG, en el caso de unidén de NAD, 6 GXGXXA en el caso de que el
coenzima sea el NADP. Ademds, mantienen una estructura secundaria
determinada basada en unos plegamientos de cadenas Pap
{Scrutton,1990). Igualmente es necesaria la existencia de aminoécidos
cargados negativamente en el extremo C-terminal de la segunda cadena
B, con el fin de formar un enlace de hidrdgenc con el 2' hidroxilo del
residuo de ribosa del ADP, mclécula mediadora en la unién del ceoenzima
(Wierenga y ¢o0l.,1986). En el casc de las presuntas cetorreductasas de
las sintetasas de actincrrodina y granaticina se encuentran la
secuencia consenso del tipo GXGXXA en la posicidn 95 (Hallam y
col.,1988; Sherman y c¢o0l.,1991), aunque le faltan algunos de los
requerimientos estructurales que favorecen la unién enzima-cofactor,
como es la presencia de un residuo de alanina a 4 aminoacidos de la
secuencia consensc. En la proteina deducida de la ORF5S no se encuentra
ninguna de estas secuencias consenso, sin embargo, existe cierta
homclogia a nivel de secuencia con la ribitol deshidrogenasa de
Klehsiella aerogenes y la alcohol deshidrogenasa de Droscphila
{(Jérnwall y col, 1884}, al igual que con la proteina correspondiente al
gen actIII. En este tipo de deshidrogenasas, se ha descrito come
posible dominio de unidén del coenzima, una secuencia consenso en el
extremo N-terminal que mantiene la estructura secundaria tipica de

alternancia de cadenas B y cadenas a {(J6rnwall y col.,1984).

Entre los dos primeros dominics de cadenas P (BA y BB) se
encuentran dos residuos de glicina altamente conservados. Estas
glicinas permiten el giro de dichas cadenas, originando una estructura
tridimensional flexible que permite la unidén del coenzima. Asimismo,
presentan residuos acidos, como acido aspartico ¢ acide glutémice, muy
cerca de la cadena BB, residuo descrito come posible punto de uniédn al
extreme 2' hidroxilo del ADP que media la unibn de la melécula de

piridin nuclebdtides (Wierenga y col.,19886).
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La secuencia de aminodcidos deducida de la ORFS presenta una

disposicién muy parecida a este grupo de deshidrogenasas, como se

observa en la Figura 21,

Cabe destacar lgualmente, que la homologia del producto génico de

la ORF3 con la ribitol deshidrogenasa y la glucosa deshidrogenasa, se

centra fundamentalmente en el extremo N-terminal,

siendo la homologia

en este extremo un 15% mayor con respecto a los valores encontrados

frente a la proteina total (Tabla 9).

Podria existir en el extremo N-terminal un dominio tipico de

unibén a piridin nucledtidos dada su alta homologia con la ribitol

deshidrogenasa,

entre otras, manteniendo todos los requerimientoes

estructurales necesarios para la unién del coenzima a la proteina que

cataliza las reacciones redox.

Figura 21.-

ccenzima de distintas deshidrogenesas

ORFS 8
ActbII] 8
GraQRF S 19
ROH K.aercgenes 16
GDH B.megaterium 9
ADH D.metleri® 8

ADH D.pseudoscurab 7

ADH D.lebanonensis® 8
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Tabla 9.- Homologia del producto génico deducido de la
ORF5 con sus equivalentes de otros sistemas a nivel de toda

la proteina asi como en el extremo N-terminal.

% _homelogia
dominio unién al coenzina proteina total
ActIIT 88 82
GralORF 5 91 a0
RDH K.aerogenes 70,5 54,5
GDH B.megaterium 65 52
ADH D.metleri 54,5 49
ADH D.pseudobscura 48,5 4z
ADH D.lebanonenslis 48,5 48

Las referencias son las mismas que en la Figura Z21.

Comc resultade del analisis molecular a nivel de DNA del
fragmento aislade de S.antibioticus, homblogo a los genes act, se han
obtenido cinco fases de lectura abierta (Figura 22), cuyos productos
génicos presentan una homologia considerable con los correspondientes
de S.violaceoruber, organismo productor de granaticina y algo menor
con los genes que intervienen en la biosintesis de actinorrodina de
S.coelicolor. Estos resultados podrian sugerir gque los genes
caracterizados, codifican para enzimas de una ruta de un poliquétido

estructuralmente mas semejante a granaticina que a actinorrodina.

3.- BANALISIS GENETICO

Una vez analizados los fragmentos del DNA de S.antibioticus
clonado y, de la secuencia de DNA deducida la funcidn de los genes, se
procedié a hacer un estudic "in vivo"™ para poder determinar ctal es el
papel que juegan estos genes en el interior de la célula. Para ello es
necesarioc disponer primero de un sistema de transformaciébn y/o

rransfeccibn adecuado para Streptomyces y en segundo lugar obtener un
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Figura 22.- Resumen del andlisis molecular de los clones aislados
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grupce de mutantes gque tuvieran interrumpidos especificamente los genes
objeto de estudio. Desgraciadamente para S.antibioticus no se tiene un
sistema eficiente de transformacién/transfeccién, ni se disponen de
mutantes para los genes clonados. Sin embargo, se disponen de un
amplic numero de vectores y mutaciones de §,coelicolor como para
permitir un analisis heterélogo de los genes clonades. Por ello se
decidié utilizar esta estrategia para analizar los genes que habian

sido clonados y caracterizados.

3.1.- Complementaciédn heterdloga en S.coelicolor

Algunas especies del género Streptomyces poseen un sistema de
restricciébn-modificacidédn muy desarrcollado. Cuandc un DNA procedente de
otra especle, se introduce en una c¢élula de Streptomyces, sufre un
reconocimiento por parte de los sistemas de restriccién que se traduce
en la degradacion del DNA. Este es un problema muy generalizado en los
experimentos de clonaje en Streptomyces, afectando en algunos casos de
modo drastice, a las frecuencias de transformacién y transfecciébn. En
concreto, S.coelicolor y S.antibioticus poseen un sistema de
restriccidén bastante potente. Para reducir este problema existen
algunas cepas, como S.lividans, que poseen un sistema de restriccién
bastante mids débil que en las cepas antes mencionadas, manteniendo el
sistema de modificacién del DNA. De esta forma, DNAs extraidos
primeramente de &S.lividans habrén sufride algunas de 1las
modificaciones necesarias gue eviten el reconcocimiento de las
endonucleasas de restricceidn, mejorando de modo importante las

frecuencias de transformacién y transfeccién (Hopwood y col.,19857).

Con los datos obtenidos de la secuencia de los genes aislados de
S.antibioticus, se pudo observar la gran homologia con los genes
tempranos de la biosintesis de actinorrodina en S.coelicolor
{aproximadamente un 75% comc valor medio). En el laboratorio se
disponia de un buen nimero de mutantes de S.coelicolor que tenian
afectada la ruta de biosintesis de actinorrodina en distintos puntos.
Igualmente se sabia que era posible la complementacidn heterdloga de
mutaciones especificas entre dos especies de Streptomyces productoras

de poliguétidos semejantes, como es el casc de la complementacidn de
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las mutaciones actl y actlll de S.coelicolor con DNA procedente de
s.violaceoruber, productor de granaticina (Sherman y co0l.,1981).
Siguiendo el mismo criterio, se intent6 complementar las mutaciones de
S.coelicolor que afectan a la biosintesis de actinorrodina, con DNA

procedente de S.antibioticus.

El primer paso fué, por tanto, el clonaje de los fragmentos de la

genoteca en vectores capaces de replicarse en Streptomyces.

3.1.1.- Construccidn de los clones en SLIEPLOMyCes

Se disponia de una zona de aproximadamente 30kb del cromosoma de
S.antibioticus que contenia, al menos ciﬁco genes gue presuntamente
codifican una poliquétido sintetasa. Esta regibn estaba clonada en
tres fragmentos en vectores de E.coli, dando lugar a los clones antl,
ant3, antd (Figura 22). Con el fin de conocer qué tipo de informacibn
contenian, se procedié a clonarlos en vectores de Streptomyces, tanto
de bajo numero de copias, (pIJ%4l}, como de alto namerc de copias
(pIJ486 y plJ4083) (El conjunto de todos los plasmidos construidos se

resume en la Takla 10).

rara ello, se digirié el clon antl parcialmente con EcoRl y se
ligé al vector de E.coli, pUCl8 digeride con EcoRl, dando lugar al
plésmido pMH19. Una vez comprobado por restricciédn que no habia
reorganizacion de los fragmentos clonados en pMH19, se digirid este
plasmido con HindIII (ya que tenia un corte dnico} y después de romar
su extremos se ligaron a pIJ%4l digerido con EcCORV, obteniendo el
plasmido pMH4. De esta manera se interrumpia el gen de la resistencia
a tiostreptén y se mantenia el gen de resistencia a higromicina (ver

Figura 23}.

El clonaje de los fragmentos de apt3 y antd fué mas sencilleo, ya
que se digiriercon los clones de E.coli con EcoRl y se clonaron
directamente en plJ941 digerido con EcoRl, de forma que se interrumpia
el gen de la resistencia a higromicina y se mantenia la resistencia a
tiostrept6n. Asi, se obtuve pMHI, que se corresponde ¢on el fragmento

del clon ant3, y pMH9410 gue se corresponde con el fragmento del fago
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Tabla 10.- Relacién de clones ohtenidos en este trabajo
Fagos E.coll  Y¥Yector parental Caracteristicas
antl EMBL4 Banda Sau3A de 13, 3kb del genoma de

S.antibioticus (Figura 8).

ant2 " Fragmento Sau3A de 18kb del genoma

de S.antibioticus (sin Figura).

ant3 " Fragmento Sau3A de 13, 6kb del geno-—
ma de S.antibioticus, solapante

con antl (Figura 9}.

ant4 " Fragmento Sau3A de 18, 6kb del geno-
ma de S.antibioticus que solapa con

ant3 (Figura 9).

Fagos de Sfreptomyges
SMH1O M1 Fragmento DdeI (romo} de 4,3kb de
S.coelicolor que contiene ORF1--3
actI (Figura 28).
Plasmid B 14
pMHIE1 puUCLs Fragmento BamHI de Z,Z2kb procedente
de S.coelicolor que contiene el gen
actl (Figura 7).
pMH182 " Es la otra orientacién de pMH181
(Figura 7).
pAM1 803 " Fragmento de 1,1kb procedente de

una digestién ExoIII del plésmido
pMH162 (Figura 7).



pAM18O2

PMHL Y

pMi4

PMHS

pPMHS410

PMHG411

pPMHABE3

pMH481

pMH2031

PMHAD32

pPMHA033

pIJg4l

pIJ486

m

pIJ4083

a8

Fragmento de 800bp procedente de
una digestién ExoIII del plasmido
pMH181 (Figura 7).

Fragmento integro obtenido con una
digestidén EcoRl parcial del clon
antl (Figura 23).

Clon pMH19 integro (Figura 23).

Fragmento EcoRl parcial procedente

del clon ant3 {(Figura 23).

Fragmento EcoRl procedente del clon

and (Figura 23).

Es la otra orientacidén del plasmido

pMHS410 (Figura 23).

Banda BamHI de 8, 5kb procedente del
plésmide pMH9410 (Figura 24).

Fragmento EcoRl 8kb procedente del
clon antl (Figura 24).

Fragmento XbaI-BamEI de 370bp que
contiene el inicio de traduccidn de

la ORF1 (Figura 32).

Es la otra orientacién de pMH4031
(Figura 32).

Fragmento SmaIl-BamHI de 914bp que
contiene el inicio de traduccién de

la ORF1 (Figura 32}.
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Figura 23.- Estrategia de clonaje en Streptomyces de los fragmentos

cromosdmicos aislados de S.antibioticus
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ant4 clonado en pIlJ94l en la orientacién que se indica en la Figura

23, y pMH9411 en la orientacibn opuesta.

3.1.2.—- Iransformacion de O, Jividans TK2L

Como se ha mencionado anteriormente es necesario la utilizaciédn
de una cepa intermediaria como S.lividans antes deé transformar
S.coelicolor para evitar 1os sistemas de restriccién presentes en este
tltimo. Por ello, se transform$ primeramente la cepa de S.lividans,
TKZ21, ¢on lo¢s plasmidos obtenidos: pMH4, pMHS, pMHS410 y pMHS411. EL
fenotipo observade en los casos de pMH4 y pMHY fué el tipico de TK21,
a diferencia del observado en las transformaciones con pMH2410 vy
PMH241], en las gue aparecibd la produccién de un pigmento color
fucsia, diferente a actinorrodina, y que no es producido por TKZ1 en

condiciones normales (Figura 27).

3.1.3.- it mer

Una vez obtenidos los plasmidos pMH4, pMHY9 y pMH9410 de
5.1lividans, se transformaron los mutantes de S.coelicolor afectados en
los loci actl, actllI, actliV, actV,, actViI y actlI. El resultado de

todas estas transformaciones se resume en la Figura 24.

De los datos de la Figura 24, cabe destacar que son consistentes
con los datos de homologla obtenidos del an&lisis de secuencia. Asi,
la complementacidn de S.coelicolor, TK18 (actIlI), resulta positiva
cuando se transforma con la regibn de S.antibioticus donde se
encuentra localizado el gen homdlogo al gen actIII. Cuando se
transformd la cepa JF3 de S.coelicoclor {(mutante actVI} con el plasmido
PMH%410, no se obtuve complementacién. Igualmente, no se han
consegquido complementar las mutaciones actIV y actII ni se han
localizado secuencias que sean hombélogas a estos genes. Esta ausencia
de complementaciéon bien pudiera deberse a que el poliguétido en cuya
sintesis interviene esta poliquétido sintetasa de S.antibioticus, no
requiera las modificacicnes quimicas que realizan las proteinas
codificadas por estos genes, puesto que se trata de los genes de
expresidn media y tardia de una ruta biosintética diferente,

Alternativamente, puede deberse a gue su homoloegla con l1os genes
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Figura 24.- Complementacién heterdloga de S.coelicolor
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tempranos no sea suficiente como para permitir la complementacion
heterdloga de las mutaciones de los genes tardios de la biosintesis de

actinorrodina.

Cabe destacar en el analisis de complementacién de S.coelicolor
TK17 (actl), que pMH4 y pMHY, que contienen todos los genes
equivalentes al locus actl, complementan la mutacién, mientras que por
el contrario, pMH481 (la misma construccidn pero clonada en un

plasmido multicopia), no complementa la mutaciédn de TK17.

De todocs estos resultados, c¢abe conclulr en primer lugar que la
homologia entre las presuntas poliquétido sintetasas de S.antibioticus
y la actinorrodina sintetasa de S.ccelicolor a nivel de los genes
tempranos, es suficiente como para poder complementar heterdlogamente
las mutaciones que afectan a los genes tempranos de la biosintesis de
actinorrodina en S.coelicolor. En segunde lugar se ratifican las
funciones de los productos génicos deducidos de los datos de secuencia

(Figura 25).

Figura 25.- Organizacién genética de una poliquétido

sintetasa en S.antibioticus.
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Mediante clonaje mutacional Se intentd obtener mutantes de

S.antibioticus que tuvieran interrumpidos especificamente los genes de
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ia poliquétido sintetasa aislada en este trabajo. Después de varios
intentos, se consiguidé una infeccidn de S.antibioticus (utilizando
como intermediaric TK21l) pero el fage sblo desarrcllaba el cicloe
litico, sin entrar en liscgenia, por lo que no se pudo conseguir
inserciones en el cromosoma. Igualmente se transformaron protoplastos
de S.antibioticus con los pléasmidos obtenidos de S.coelicolor,
aislando algunos transformantes en las mismas condiciones de seleccidn
que en S.coelicolor (50pg/ml de tiostreptédn y 200ug/ml de
higromicina). Los clones obtenidos mostraron diversos grados de
delecciones, no siende posible aislar transformantes estables en los
que no hubiera delecciones inespecificas. Con el fin de ver si eran
los fragmentos clonados 1los que originaban esta inestabilidad se
transformaron vectores obtenidos de S.coelicolor M145, como son pIJo2Zz
y pIJi02, ne logrande ningGn transformante estable. Asi pues, se ha
logrado introducir en S.antibioticus plasmidos que contienen genes de
una poliquétido sintetasa y que son capaces de replicarse dentro de
este microorganismo, perc las delecciones obtenidas dificultan su

analisis de expresién homéloga.

Como conclusidn del andlisis de complementaciédn realizado, se
puede comentar que se han localizado 5 genes agrupados en el cromosoma
correspondientes a una poliquétide sintetasa en S.antibioticus y que
son muy homb6logos a 1los genes correspondientes a la actinorrodina
sintetasa. Se han complementadc de forma heteréloga las mutaciones que
afectan a varios genes tempranos que intervienen en la biosintesis de
actinorrodina, ratificande los datos obtenidos del analisis de 1la
secuencia (Figura 26). Por el momento no se han encontrado por
secuencia, genes homdélogos a los genes tardios de la ruta de
actinorrodina; sin embargo, se ha podidoe complementar alguna de las
mutaciones tardias come es el caso del gen actVga, cuya mutacién ha
sido complementada por pMH4 y pMHY9. Este dato sugiere que junto al
agrupamiento de genes tempranos que intervienen en la biosintesis de
poliquétidos, identificados por secuencia, podria existir otro

agrupamiento de genes més tardios.
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Figura 26.- Genes homélogos a la actinorrodina sintetasa en $S.antibioticus.
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3.2 Expresién en S5.lividans

Cuando se transformd la cepa TEZ1 de 5. lividans con los plismidos
PHMHS410 y pMH941l, gue contienen los genes estudiados ¥y una zona a la
derecha de uvnas 15Eb, se obtuve un nuevo pigmento color fucsia
aparentemente diferente a actinorrodina (Figura 27). La expreslién de
los genes necesarios para la produccién del pigmento, es independiente
de la orientacidn en la que el fragmento esté clonado, ya que se
produce tanto cuando se transforma TK2Z1 con pMH9410 como con pMHEO9411.

Figura 27.- Transformacién hetertloga de TE21 con DHA de
S.antibioticus

El nuevo pigmento aparentemente es diferente a actinorrodina,
aungue algunas de sus caracteristicas fislco=-gquimicas son muy
parecidas, sugiriendo gue sus estructuras podrian ser andlogas. Ambos
tienen una abgsorbancia méxima a 530nm, presentan un comportamiento
como indicador dcldo-base y tienen los mismos cambios de solubilidad
en disolventes orginicos, en funcifn de pH. Este Gltimo punto es la
base para el método de extraccidén de compuestos gque tienen una
estructura semejante a actinorrodina (Cole v col.,1987). Esta nueva
sustancia es difusible a través de la membrana plasmética, empezdndose
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a sintetizar inclusc antes de que la colonia comience a esporular.
Ambos pigmentos presentan diferente movilidad en cromatografia en capa
fina, cuandec se utiliza la mezcla de cloroformo:metanocil (8:2). E1
nuevo plgmento tiene un Re de 0,25 mientras que el pigmento extraido
de J1501 (cepa productora de actinorrodina) tiene un Rf de 0,4.
Mediante un biocensayoc frente a Micrococcus luteus y Bacillus subtilis
no aparecidé ningtn halo de inhibicién, a diferencia de actinorrodina
que si tiene actividad antibiética frente a estos microorganismos. El
pigmento no aparece en la especie parental por lo que podria ser
consecuencia de expresidédn heterdloga de algunos genes de

S.antibioticus clonados en S.lividans.

S5.1ividans contiene todos los genes necesarios para la
biosintesis de actinorrodina, aunque no se expresan en condiciones
normales. Por ello, la primera hipétesis podria ser que este pigmento
inducido en S.lividans por DNA de S.antibioticus, fuera una sustancia
sintetizada por una ruta heterdloga formada por genes de la
actinorrodina sintetasa (presentes en TKZl}) y genes contenidos en el
plasmido pMH9410. Si esto es asi, algunas de las enzimas de estas
rutas tendrian gque reconocer como sustrates agquéllos intermediariocs
que no son les obtenidos en su ruta homédlega. Dado que el plasmido
pMHS410 contiene las ORF3, 4 y 5 completas, asi como el final de la
ORFZ2, de todos los genes identificados (ver Figura 26), cabe suponer
que podrian necesitarse algunos intermediarios tempranos de la
biosintesis de actinorrodina para sintetizar el nuevo pigmento. Ya gque
se disponia de numeropsos mutantes de S.coelicolor con la ruta de
biosintesis de actinorrodina interrumpida, se estudié qué mutantes de
la ruta biosintética de actinorrodina eran capaces de sintetizar la

nueva sustancia. Los resultados se muestran en el siguiente cuadro:

Complementacion Sintesis del pigmento
JF1l (actll) - +
TK17 (actl ) - -
TKE16 (actlv ) - +
JF3 (actvI ) - +
TE18 (actlIII)} + +
JF4 (actv, ) - -

B140 (actVIT} - +
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De estos datos se puede deducir que como norma general, aunque
con excepclones, no son necesarios la expresiédn de genes de accién
media y tardia de la biosintesis de actinorrodina, actIV, actVIiI,
actVI para que se biosintetice el nuevo pigmento. Sin embargo, un
hecho a destacar es que al no complementar la mutacidén del gen actI no
se produce pigmento. Este resultado podria sugerir que es necesario al
mencos el intermediaric generado por la ceto-acil-sintetasa, codificada
por el gen actl, para formarse el nuevo pigmento. Con el f£in de
confirmar esta hipdtesis, se intentd la complementacidn homdloga de la
mutacién actl en el mutante de S.coelicolor TK17, que contenia el clon
pMH9410 (Figura 28). Del resultado de todo este procesc se obtuvieron
colconias productoras de actincorrodina de TKL7, pero no se detectod
produccién del nuevo pigmento. Pareceria, por tanto, gue no es
necesario el gen actl para la sintesis del nuevo pigmento; sin
embargo, no se puede descartar la posibilidad de una ruta heteréloga
ya que podria estar ocurriendo una titulacién de los intermediarios

tempranos de la ruta de biosintesis de actincrrodina.

El clecon pMH9410, ademas de las ORF's 3, 4 y 5 de los genes
secuenciades, contiene aproximadamente 15kb de DNA desconocido. En la
mayoria de los experimentos de complementaciones de los mutantes act
con el clon pMH2410, se observa un nimero importante de delecciones
inespecificas del extremo dereche del clon. Por ejemplo, en
TK18::pMHO410 la deleccidn de un fragmentc de 12kb del extremo
derecho, complementa la mutacién de TK18 (actIII} pero no produce
pigmento. Este hecho hace pensar en una segunda hipbdtesis que consiste
en la localizacién en este extremo de unos genes "silentes™ que en las

cepas parentales no se expresan.

Cuando se transformé JFl, que tiene mutado el gen regulador (gen
actll), no se complementd la mutacién y, sin embargo, si se predujo el
nuevo pigmento. Este hecho sugiere que podria existir en este extremo
un gen equivalente al gen actlIl que activara la expresién de genes act
"silentes™ en S.lividans, ¢ bien que la sintesis del nuevo pigmento

fuera independiente del gen actII,
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Figura 28.- Estrategia de complementacién de la mutacién actl

en TK17::pMHS410
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De todas estas observaciones no se puede establecer un criterio
unico, siendo necesarios més experimentos encaminados a determinar si
en el extremo derecho del clon pMH9410 se localizan unos genes
*silentes"” responsables de la sintesis del nuevo pigmento 6 si por el
contrario se trata de un pigmento hibrido sintetizade por una ruta
heterdloga entre intermendiarios de la ruta act y intermediarios

correspondientes a la ruta de S.antibiloticus.

4. - LOCALIZACION DE SECUENCIAS ACTIVADORAS EN ZONAS
ADYACENTES A LA PRESUNTA POLIQUETIDO SINTETASA EN
S.antibioticus

Gracias al estudio de distintas sintetasas de antibidbticos en
Streptomyces, se ha podido determinar la existencia de genes
reguladores adyacentes a los genes estructurales que intervienen en la
biosintesis de antibidéticos. Un anadlisis de estas secuencias
reguladeras han demostrado que en la mayoria de los casos estudiados
se trata de genes implicados en la activacién de la transcripcién de
los genes biosintéticos. Tal es el caso de actinorrodina (M.
Fernéndez-Morenc y co0l.,1991), bialaphos {Anzai y col.,1987),
estreptomicina (Distler y <¢01.,1987:; Ohnuki y c¢cl.,1985) vy
undecilprodigiosina (Malpartida y col.,1990; Narva y Feltelson,1990).
Sin embargo, existen otros casos en los que los reguladores reprimen
la expresidn de los genes estructurales como ocurre con los genes de

biosintesis de metilenomicina {Chater y Bruton,19%85).

En S.antibioticus, una vez localizados y analizados los genes
estructurales de una poliquétido sintetasa, cabia esperar que en las
zonas alrededor de estos genes existieran secuencias regquladoras que
controlaran la expresidn de los genes estructurales de la poliquétido
sintetasa aislada. De esta forma se procedié a secuenciar la zona
situada a la izquierda del inicio de traduccidédn de la ORF1 siguiendo

la estrategia mostrada en la Figqura 29.
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Figura 29.- Estrategia de secuenciacién de la regién

izquierda de la poliquétido sintetasa en S.antibioticus,

_ s .
© ©
8 & a5 £ £ a £
u o £ o 7 B » T
L L \f 1 § | i
— i e e

|
.
|

(1) el sitio Xbal es el mismc que el sitio Xbal de la Figqura 11.
Nota: Las flechas indican el sentido y la extensibn de 1la

secuencia en cada unc de los clones.

Del analisis de la secuencia obtenida (Figura 30) mediante un
estudio realizado por ordenador al igqual gue en los casos anteriores,
se obtienen dos posibies ORF s, ORF(Q y ORFX. Ambos geénes parece que

tienen la misma direccién de transcripcién gque la ORF1l (Figura 31).

Un analisis mas detallado de la secuencia (Figura 30), reveld que
la ORF0 comienza probablemente en un codén de iniciacién GTG, que
codifica para valina, en la posicidén 216. Este inicio de traduccién
estd precedido por una zona rica en purinas (GAGGA) que puede ser un
sitio de unién al ribosoma (Hopwood y ¢0l.,1986). E1 final de la
traduccidn tiene lugar en un codédn TGA en la posicidn 1140.
Seguidamente, la ORFX comienza con un coddn de iniciacién TTG en la
posicién 1230, codbn de iniciacién muy poce usual en Streptomyces que
codifica para leucina. A una distancia de 20bp, se encuentra un
presunto sitic de unién al ribosoma. La ORFX termina en un coddn TGA
en la posiciédn 1737. Esta ORF se encuentra separada de la ORFO por 90

pares de bases aparentemente n¢ codificantes.

Entre el final de la ORFX y el principic de la ORFl existe una zona
de 1263 bp que en base al anilisis de distribucién de G y C en 32 posicién

parece ser codificante (ORFZ). No se ha identificade por el momento



Figura 30.-

a los genes de la poliquétido sintetasa en S.antibioticus.
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Figura 31.- Andlisis de la secuencia de la zona que pracede a

la ORFl en S.antibioticus
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homologias de su producto génico con otros presentes en el banco de
datos. Asimismo, parece que la direccibén de transcripcidn seria

divergente a la direccidén de transcripcién de la ORF1.

Un estudio preliminar a nivel de secuencias promotoras reveld la
existencia de una actividad promotora divergente en la regién
inmediatamente anterior a la QRF1 (Figura 32). Se c¢lonaron unos
fragmentos solapantes de 370bp {XbalI-BamBHI) y 900bp (SmalI-BamHI) que
contenian el presunto inicio de la proteina correspondiente al gen
ORF1l, dentro del pléasmido piJ4083 (pMH4031, pMH4032 y pMH4033). La
determinaci6n de la actividad promotora se detectd por la apariciébn de
un pigmento amarillio (semialdehido hidroximucédnico) producto de la
reacclédn de la catecoldeoxigenasa cuando se le antade a la placa donde

han crecido les transformantes, una solucidn 0,5M de catecol.

Figura 32.- Analisis de secuencias promotoras
Smal Xbal BamHI
|
TK21 JF4
[CTEY
——p PMH 4032 + +
-—— pMH 4031 - +
p. PMH 4033 + +

La existencia de una actividad promotora divergente en la regidn
inmediatamente antericr a la ORF1l, apoya la hipétesis de que en esta
zona pudiera existir otro gen que se transcribiria en direccidn

contraria a la ORF1l.

Para determinar la posible funcibdn de la proteina deducida de 1la
ORF0Q se hizo un rastreo en el banco de datos, mediante el programa
FASTA (incluido eén el pagquete de programas GCG, ver Materiales y
Métodos apartade 18). De esta manera, se encontrdé que la proteina
deducida de la ORFO tiene una alta homologia (50%) con proteinas
activadoras de la transcripcibdn pertenecientes a la familia LysR. Esta

familia agrupa una serie de proteinas que intervienen en procesos muy
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diversos. Todas ellas activan la transcripcibn, uniéndose a
determinadas secuencias del DNA con el fin de activar la expresidn de
otros genes relacionados. Dentro de este grupo de proteinas caben
destacar las deducidas de los genes nahR que regula genes del
catabolismo de compuestos fendlicos en Pseudomonas pltida; LeuC, que
activa el operbtn de leucina en E.coli; NodD, que activa la expresiédn

de los genes de nodulacibn en Rhizobium, etc.

La méxima homologia que presenta la proteina deducida de la ORFO
con las proteinas incluidas en la familia LysR, es a nivel de las
proteinas reguladoras de los procesos de nodulacién de Rhizobium, como

se muestra en la Tabla 11.

Tabla 11.~ Homologia del producto génico deducido de la

ORF(0 con proteinas correspondientes a la familia LysR

51 10a;
toda 13 proteing Extremo N-terminal

NodD Bradyrhizobium? 56 78

NodDy R.mellilotil 54 78

NodD R.trifoliit 54 76

NodDp Br. japonicumd 54 74

Leu0 E.coli® 56 16

NahR P.potidaf 46 68

SymR R.melliloti9 51 74

a) Scott K.F.,1986 d) Applebaum y col.,1988

b) Honma y col.,1980 e) Haughn y col., 1986

¢} Schofield and Watson, 1888 f} You y col., 1988

g} Barnett y Long, 1980

La homologia entre las distintas proteinas activadoras

clasificadas en este grupo, se localiza fundamentalmente en el extremo
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amino terminai, siendo menor a ic largo del resto de la molécula. En
el caso de la proteina correspondiente a la ORF(U se observa un
fendtmeno parecido, de forma que, la homologia con las proteinas del
grupc LysR es del orden de un 20% mayor en el extremo N-terminal, que
cuando se ccmpara toda la proteina, (Tabla 11). Se ha descrito que en
este extremo existe un dominic caracteristico de proteinas de unién a
DNA (Henikoff y col.,1988). Este dominioc se caracteriza por mantener
una estructura secundaria que consiste en un plegamiento hélice-giro-
hélice localizado generalmente a una distancia de aproximadamente 20
aminodcidos del inicio de la proteina. Un andlisis detallado del
extremo N-terminal, reveld una alta identidad en algunos amincacidos,
identificando una secuencia semejante a la descrita como consenso en

distintas proteinas de unién a DNA (Figura 33).

Figura 33.- Alineamiento del extremo N-terminal de distintos

componentes de la familia de proteinas activadoras LysR.

ORF0 1 VNLTRLDLNLVVALRALLEERNVIRAGORVGLSOPAMSAALARTLRRHFDD 50
NodD Bradyrhizobium 1 MRFKGLDLNLLVALDATMTERNLTAAARKINLSOPAMSAATIARIRSYFRD SO
NodD2z R.melliloti 1 MRFRGLDLNLLVALDAIMTERKLTAAARRVKLSOPAMSAAIARLRTYFGD 50
NodD R.trifolii 1 MRFKGLODLNLLVATDATMTERKLTAAARSINLSOPAMSAAI GRLRAYFND 50
NodDo Br. japonicum 1 MRFKGLDLNLLVALDATMTKRSVTAAARSINLSOPAMSAAIARLRIYFGD 50
LeuC E.coli 17 POLRMVDLNLLTVEDAVMOECNITRAAHVLGMSOPAVSNAVARLEVMFND 66
NahR Ps.pitida 1 MELRDLDLNLLVVENQLLVDRRYSITAENLGLTORPAVSNALKRILRTSLOD S0

SymR R. mellileti 27 PNLASIDLNLLVDIEALLQYRHITOAAOHVGRSOPAMSRALSRLRGMLED 76
kkhkkkhkhhkhhkhkhkwhkhkdkhhkiih
hélice girc hélice

Las referencias son las mismas de la Tabla 11.

Cuando se realizaron los distintos alineamientos entre el péptido
correspondiente a la ORFO y algunas proteinas reguladoras de la
familia LysR, se observé gue la homologia se localizaba
fundamentalmente en el extremo N-terminal (Figura 34), encontrandose
en el caso de la comparacién con los productos génicos de nodD que

también existe una alta homologia en el extremc C-terminal.



Figura 34.- Alineamientos entre el producto génico
deducido de la ORF(Q y proteinas pertenecientes a la familia
LysR.

NodD

............

-
-
-4
-
]
-+
-
[
i ]
]
]

.........

Leud
NahR
SyrR

ORFO CRFOQ ORFO

1.~ Bradyrhizobium sp. 4.- E.coli
2.- R.melliloti 5.~ P.putida
3.- Br. japonicum 6.- R.melliloti

Las condiciones en las que se obtuvieron estos alineamientos son

las descritas en Materiales y Métodos apartado 18.

Un anélisis matemdtico del extremo N-terminal (Dodd y Egan, 1990},
demostré la existencia de una estructura secundaria de hélice-giro-
hélice, Posteriormente utilizando el programa PEPTIDESTRUCTURE, se
ratificaron los datos de que en el extremo N-terminal existia un

plegamiento caracteristico de hélice—-giro-hélice (Figura 35).

109



Figura 35.- Estructura

deducida para la ORF0

secundaria

de

la

proteina



DISCUSION



La disponibilidad "in vitro® de genes que codifican distintas
poliquétido sintetasas, ha permitido incrementar en los Gitimos anos
el conocimiento de sistemas implicados en rutas de biosintesis de
poliquétidos de diversos origenes. El alto grado de homologia de
algunos de los genes implicados en la biosintesis de pcliquétidos en
distintas especies de Streptomyces (Malpartida y col.,1987), ha sideo
una herramienta muy 0Util para clonar genes implicados en la
biosintesis de algunos antibi6ticos, especialmente cuando no se
dispone de mutantes especificos & de un sistema de transformacién
eficiente. Tal fué el caso de granaticina (Sherman y col.,1989),
daunorrubicina y doxorrubicina ({(Stuztman y c¢ol.,19289). En la
actuvalidad se han aislado numerosos agrupamientos genéticos que
codifican poliquétido sintetasas en distintas especies de
Streptomyces. Un andlisis comparativo ha podido determinar que su
organizacibn génica estd muy conservada, sobre tode en la disposicién
de las tres primeras fases de lectura abiertas {(CRF's) (Figura 36)

(Hopwood y Sherman, 1930).

En S.antibioticus, productor de oleandomicina (poliquétido del
grupo de los macrélidos) y actinomicina D, existen al menos tres
fragmenteos cromosémicos BamHI (cuyos tamanos son 1,8kb, Skb y 8kb;
Malpartida y col.,1987) homblogos al gen actl (detectados mediante un
"Southern blot"™). Mediante hibridacién "in situ" de una genoteca
construida en el colifago EMBL4, hemos aislado y caracterizado una de
las regiones homélogas a la poliquétido sintetasa de S.coelicolor
{actI).

De los cuatro clones aislados (antl, antd, ant3 v antd), mediante
hibridaciones cruzadas (Figura 9), determinamos que antl, ant3 vy antd
contenian fragmentos solapantes, procedentes de una misma regién
cromosdmica de unas 30Kb. ant? contiene un fragmento BamHI de 8kb
(también homdlogo al gen actl, aunque en menor grado) y se localiza en
otra zona diferente del cromosoma. Hemos centrado nuestro interés en
la regién representada por antl, ant3 v antd, por ser la de mayor
homologia con la poliquétido sintetasa de S.coelicolor; ant2, por los
datos obtenidos de experimentos de Southern, podria contener genes més
semejantes con otros equivalentes al gen actI, comc el gen whik

(implicado en esperulacidn) {(Davis y Chater,1990}.



Figura 36.- Organizacién génica de distintas poliquétido sintetasas
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El locus actl, implicado en los primeros pasos de la ruta de
bicsintesis de actinorrodina, est& constituido por 3 ORF's {(actIORF1,2
y 3). En todas las poliquétido sintetasas analizadas hasta el momento
se ha encontrado una organizacién genética similar a nivel de estas 3
ORF's. Sin embargo, en otros sistemas homblogos como las Acido graso
sintetasas, Unicamente se han detectado genes hombdlogos a actIORFL y
actIORF3. Por tanto, la presencia de un gen homdlogo al gen actIORF2Z,
podria ser una caracteristica mas especifica para las poliguétido

sintetasas, al menos las pertenecientes al TipoII.

Mediante una hibridacién selectiva de los distintos clones
aislados frente a las sondas pAM1801 (actIORF1l) y pAM1802 (actIORF2),
se observd que la zona de 30kb que contiene al c¢lon antl era hombloga
a las dos sondas utilizadas, mientras que €l clon antld Unicamente
presentaba homologia con el plasmido pAMIS8(GL (actIORF1l). Esto podria
indicar gue el clon ant2 contiene genes implicados en la bicsintesis
de un compuesto estructuralmente mas alejado del antibiético
pocliquétido actinorrodina. También podria ser gue estos genes
contenidos en el clon ant?2, formaran parte de una poliguétido
sintetasa mas compleja, de tipo modular, en la que algin mdédulo no
presentara la organizacién génica descrita como consenso en las
poliquétido sintetasas, como de hecho ocurre éen la sinktetasa de
eritromicina (Donadio y cpl.,1991). Las expectativas son, por tanto,
que ics genes de la regién seleccionada de S.antibioticus (contenidos
en antl, ant3 vy antd}, estarian relacionados c¢on la sintesis de
poliquétidos derivados del acetato mas afin al sistema de

actinorrodina, y susceptible, por tanto, de manipulacién heterdloga.

Un analisis de la secuencia de la zona, aislada en S.antibioticus,
homéloga a los genes tempranos de la actinorrodina sintetasa (gen de
actl), nos permitid deducir la existencia de cinco ORF's agrupadas.
Mediante ordenador, determinamos que las cuatro primeras ORF's (ORF1-
4) se transcriben en la misma direccién, mientras que la ORFS se
transcribe en direccién contraria (Figqura 13). Estos datos permiten
establecer la existencia de varios RNAs mensajeros unc de los cuales
seria un mRNA policistrénico que se transcribiria desde la ORF1 hasta

la ORF4, mientras que existiria otro cuya direccidn de transcripcién



seria contraria y que al menos comprenderia la ORFS5. Esta organizacion
genética se asemeda a la que presentan otras poliquétido sintetasas,
confirmando la conservaciébn estructural en la organizacibn de las

poliquétido sintetasas.

Una vez conocida la disposicién de los distintos genes aislados de
S.antibioticus, determinamos los productos génicos mas probables

utilizando como criterios:

1) el contenido de G y C en tercera posicidén de los posibles

codones cbtenidos en cada posible fase de lectura;

2) la distribucibtn de la frecuencia del uso de codones en relacidn
a una tabla construida en base a 64 genes secuenciados de Streptomyces

{(Bibb y col.,datos sin publicar) y

3) la presencia de una zona rica en purinas antes del coddn de
iniciacién que puede actuar como un potencial sitio de unidn del

ribosoma para iniciar la traduccién (Hopwood y col.,1986).

Mediante una comparacién de los productos génicos obtenidos con
sus equivalentes en otros sistemas homdlogos, pudimos deducir sus

presuntas funciones.

Tanto el péptido correspondiente a la ORF1 como a la ORF2,
presentan una alta homologia c¢on distintas ceto-acil-sintetasas
{Tablas 4 y 5). La homologia del péptide ORFZ con el péptido ORF1
{50%), asil como el acoplamiento traduccional gue presentan, hace
pensar en la existencia de un heterodimero con una funcidn ceto-acil-—
sintetasa. Sobre la proteina correspondiente a la ORFl1l, se produciria
el anclaje de las distintas unidades a condensar, ya que es la que
mantiene el residuo de cisteina, a cuyo grupc SH se unen los residuos
acilos. La ausencia del centro activo caracteristico de las ceto-acil-
sintetasas en la ORF2, hace pensar que la proteina correspondiente a
la ORFZ, podria intervenir de alguna otra forma, desconocida hasta el
momento, en el proceso de condensacién de los distintos residuos

acilos.
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El producto génico de la ORF3 es una proteina de pequerio tamafio y
que consta de 86 aminodcidos. Presenta una homolegia muy fuerte con
las proteinas transportadoras de residuos acilos, ACP (Tabla 6). Se
pone de manifiesto que existe una ACP especifica para la biosintesis
de poliquétidos, dado que la homologia, y en algunos casos la
identidad, a nivel de los centros activos es un 20% mayor coen las
proteinas homblogas de las poliquétido sintetasas (bien sean Tipoll 6

Tipol) que con las proteinas correspondientes de las AGS.

Parece, por tanto, que la poliquétido sintetasa codificada por los
genes aislados en S.antibioticus interviene en un proceso mediado por
una ACP, a diferencia de la chalcona sintetasa de Petroselinum

hortense (Schiiz y col.,1883).

Se ha visto que un cambio de ACP dentro de la AGS de E.colil,
puede originar defectos en las deshidrataciones que ocurren entre las
diferentes condensaciones (Overath y col.,1964: Simoni y col.,1967).
Este hecho, junto con la existencia de una ACP especifica para la
biosintesis de poliquétidos, hace pensar que la ACP ademas de servir
de soporte para la cadena policeténica en formacién, pueda "dirigir™,
en cierto modo, algunas reacciones posteriores (Hopwood y Sherman,

1990).

Estas tres primeras proteinas (las deducidas de los genes ORFi,Z y
3) formarian, por tanto, una posible unidad de condensacibén, dando
lugar a un complejo multienzimé&tico que catalizaria las reacciones de

condensacién.

La ORF4 codifica un péptido que se asemelja socbre todo a sus
homélogos en los sistemas de biosintesis de actinorrodina vy
granaticina y en menor grado a tetracenomicina (Figura 19 y Tabla 7).
Por ello, parece que podria tener una funcién ciclasa/deshidratasa al
igual que en el caso de las sintetasas de granaticina y actinorrodina
{Sherman y ¢0l.,1989; Sherman y col.,19%1), en lugar de ser una
proteina con una actividad ciclasa/o-metiltransferasa, como ocurre en

el caso de la proteina deducida del gen tcmORF4.
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No se ha encontrado ningln gen homblogo a la ORF4 en las distintas
dcido graso sintetasas estudiadas. Este hecho, es consecuente con la
especificidad del producto ORF4 para la ruta de poliquétidos, sin
contrapartida en las acido graso sintetasas, a la vez que nos sugiere
una estructura quimica para el producto final de la ruta muy afin a

actinorrodina y granaticina (poliquétidos derivados del acetato).

La proteina deducida de la secuencia de la ORF5 se asemedja a la
proteina correspondiente al gen actIII y a las proteinas deducidas de
la secuencia de leos genes graORF5 y graORF6 que intervienen en la
biosintesis de granaticina (Figura 20), perc no tiene equivalente en
los genes implicados en la sintesis de tetracenomicina., Dado que el
producto del gen actIII interviene en la reduccidn especifica del
grupo ceto del carbono 9 (Hallam y col,1988; Bartel y col.,19%0}, hace
pensar que el producto génicoe deducido de la CORFS5 catalice un proceso
de cetorreduccidén similar al gque tiene lugar en la sintesis de
actinorrodina y granaticina, pero no en la sintesis de

tetracenomicina.

La estructura deducida del andlisis de secuencia de los genes
aislados, confirma una estructura de poligquétide sintetasa TipoII,
formada por un complejo multienzimadtico, mas gque un polipéptido
multifuncional (TipoI) cemo seria la poliquétido sintetasa de
eritromicina. La naturaleza del productc final de la ruta catalizada
por la poliquétido sintetasa objetivo de este trabajo, nos es por el

momento desconocida.

La deduccién de las presuntas funciones, basado en los grado de
homologia de los péptidos correspondientes a los genes aislados en
S.antibioticus con sus equivalentes en otros sistemas, nos permite
especular, con una base s6lida, sobre la estructura del pcliquétido:
la poliquétido sintetasa de §.antibioticus analizada en este trabajo,
pedria sintetizar un poliquétido derivado del metabolismo del acetato,
de estructura ciclica del tipe de isocromanoquincnas, como

actinorrodina y granaticina.

Se conoce que la reduccién especifica en el carbono %, catalizada

por la proteina deducida del gen actIII, condiciona en cierta manera,



la reacci6én de ciclacidn posterior catalizada por el producto génico
correspondiente al gen actVII (Bartel y c¢ol.,1990). Dado que en la
poliquétido sintetasa de S.antibioticus existen genes homélogos tanto
al gen actIII como al gen actVII (ORFS5 y ORF4 respectivamente) (Tablas
8 y 7), parece l&gico pensar que las proteinas deducidas de la ORF4 y
ORFS catalicen reacciones iqualmente especificas. Ello dara lugar a un
poliquétide con un grade de reduceciédn similar a actinorrodina y

granaticina.

La homologia con la granaticina sintetasa es un 10% mayor que con
la actinorrodina sintetasa (Tablas 4,6,7 y 8)., Las proteinas deducidas
de la ORF3 y ORF4, no estan traduccionalmente acopladas al igual que
en la granaticina sintetasa (Figura 12), mientras gque en la
actinorrodina sintetasa si, sugiriendo una ruta biosintética mas
parecida a la biosintesis de granaticina que a la de actincrrodina. La
ausencia de un gen homélogo al gen actVp (gen implicado en la
dimerizaciédn de la molécula de actinorrodina) en la regién aislada de
S.antibicoticus, sugiere que la estructura del poliquétido fuera un
mondmero al igual que granaticina, en vez de un dimero, como ocurre en
la molécula de actinorrodina. Todos estos datos sugieren que el
poligquétide sintetizade por la poliquétide sintetasa de
S.antibioticus, objetivo de este trabajo, bien pudiera tener una

estructura quimica mds préoxima a granaticina que a actinorrodina.

Otros estudios moleculares han lecalizado fragmentos de DNA de
S.antibioticus hombleogos al gen actI, y en los que se localizan genes
implicades en la resistencia a cleandomicina {Carmen Vilches, tesis
doctoral). La existencia de genes de resistencia adyacentes a los
genes biosintéticos es un hecho muy generalizado en Streptomyces
(Cundliffe,1989), Estos fragmentos de DNA de S.antibioticus con
resistencia a oleandomicina y hombélogos al gen actI, no presentan
homologia con los fragmentos alslados en este trabajo (resultados no
mostrados). Los datos obtenidos permiten concluir que el sistema
enzimadticoe analizado en S.antibicticus, se asemeja mAs a una sintetasa
de un poliquétido derivado de acetatos como granaticina, que a un
poliquétide macrélido del tipo de oleandomicina. Dado gue la
actinomicina D no es un poliquétido, parece ld6gico pensar gue el

compuesto sintetizado por los genes aislados en S.antibioticus, no sea



actinomicina D. Un andlisis comparativo entre los genes de
S.antibioticus aislados y el gen whiE demuestra que se trata de
poliquétido sintetasas diferentes (Figura 36). Tedo ello lleva a
sugerir que los fragmentos analizados pudieran estar implicados en la

biosintesis de un poliquétidec no descrito en S.antibioticus.

Tras el anélisis molecular de la nueva poliquétido sintetasa de
S.antibioticus era necesario un andlisis genético. No disponiamos de
mutantes de S.antibioticus, asi como tampoco teniamos un sistema de
transformacién/transfeccién eficaz en este microorganismo. La gran
homologia existente entre los genes aislados en S.antibioticus y les
genes act de S.coelicolor y la disponibilidad en el laboratoric de
mutantes act de S.coelicolor, permitieron un an&lisis genético
mediante complementacién heterdloga de S.coelicolor con DNA de
S.antibioticus. De esta manera, se ratificaron los datos deducidos del
analisis de secuencia, localizandose el gen homblego al gen actIII y

los homdlogos a los genes actl y actVII (Figura 26} .

Cuando se transformdé la cepa de S.coelicolor TK17 (mutante actlI)
con un plasmido multicopia, pMHA81 (Figura 24), que contiene todas las
ORF s correspondientes al locus actl no se obtuvo complementacién,
mientras que con otros plésmidos de bajo numero de copias, como pMHE4 y
PMHS (que contienen igualmente el gen actl completo), si. Este
fenbtmeno puede deberse a una titulacién de una posible proteina
activadora, Asi, en plasmidos multicopias no se expresarian el resto
de los genes act diferentes al operdn presente en el plasmido, y por
lo tanto bloquearia la produccién de actinorrodina. Por otro lado, en
pléasmidos de bajc nimero de copias (pMH4 y pMHS) existirian moléculas
de activador suficientes para poder expresar el resto de los operones
gue forman el conjunto de los genes act. Aungue los datos son
preliminares, sugieren la existencia de sefales reguladoras en "trans"
del genoma de S.coelicolor que pedrian ser tituladas por alguna regién
del DNA de S.,antibioticus. 8i esto fuera asi nos abre la posibilldad
del analisis heterbdloge de las secuenclas capaces de reconocer

reguladores especificos de la biosintesis de antibiéticos.

No hemos encontrado complementaciones a nivel de algunos genes de

accién media y tardia como por ejemplo, actIV y actVl. Sin embargo, si
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hemos complementado el gen actvVa aunque no se ha localizado por
secuencia, ya gque se encontraria en el extremc izguierdo de la zona
secuenciada. Tampoco se ha logrado la complementaciédn de mutaciones de
genes reguladores del tipoe actII. Queda incierto, por tanto, el que
existan mas genes homélogos a los genes tardicos de la actinorrodina
sintetasa, ya que existe la posibilidad de que puedan estar presentes
en la regién c¢lonada, pero no tener una homeclogia suficiente como para

complementar de forma heterdloga las mutaciones act.

En la mayoria de las poliquétido sintetasas estudiadas, se ha
detectado la existencia de genes reguladeores adyacentes a los genes
estructurales. La secuenciacidn de la regidn inmediatamente anterior a
la ORF1 reveld la presencia de dos genes OR¥F0 y ORFX, cuya
transcripciédn tiene lugar en la misma direccibn que la ORF1l (Figura
31). El anadlisis comparativo del producto génico deducido de ORFX, con
el fin de determinar su posible funcién, nc permitié relacionarlo con
ninguna funcidn conocida. Sin embargo, se encontré que el producto
génico correspondiente a la ORF0O estd estructuralmente relacionado con
proteinas activadoras de transcripcién pertenecientes a la familia
LysR. Este grupo esta constituido por proteinas muy diversas que
Gtnicamente tienen en comin su funcidn como activadores de
transcripecién, manteniendo un tipico dominic consenso de uniédn a DNA
en el extremo amino terminal. La homclogia del presunto producto
génico deducido de la ORF0, con otras proteinas de la familia LysR es
de aproximadamente un 50%; esta homologia no es uniforme a lo largo de
toda la meolécula siendo un 20% mayor en el extreme N-terminal gue en
el resto de la proteina (Tabla 11}. La homologia es altamente
significativa con los distintos genes nodD y se distribuye en ambos
extremos de la proteina (Figura 33). La proteina deducida de la ORFG,
mantiene los aminocdcidos conservados necesarios para originar un
plegamiento de hélice-giro-hélice ,estructura que presenta el dominio

consenso de proteinas de unién a DNA (Figuras 34 y 35).

Sorprendentemente las homologias mas fuertes se encontraron con
los genes reguladores de procesos de nodulacibén, genes nodD, en
diferentes especies de Rhizobium. Es conocido gque los productos
correspondientes a estos genes, interaccionan con los distintos

agrupamientos de genes nod localizados en el genoma de Rhizobium
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{Fisher y ¢0l.,1988). Uno de estos agrupamientos, nodhA,B y C esta
implicado en el proceso de formacién del nédulo, mientras que el
agrupamiento de genes nodE,F y G interviene en la cantidad y
frecuencia de los nbédulos, asi como en la especificidad por el
organismo hospedador. Los productos de los genes nodkE, nodf y nodG se
han relacionado con una funcidén ceto-acil-sintetasa, transporte de
residuos acilos y cetorreductasa respectivamente (Johnston, 1989).
Ellc conlleva a gue exista homologia entre algunos de 1os genes
estructurales del proceso de nodulacibn y los aislados en este
trabajo. Asi la ORFl y ORFZ se asemeijan al gen nodE (60% y 47%
respectivamente}, la ORF3 es hom&loga al gen nodfF (47%) y la ORF5 es
homdloga al gen nods (60%) .

Tanto la expresidén del gen neodD come la de los demés genes
reguladores de la familia LysR necesitan de la presencia de moléculas
inductoras. Asi los genes nodd son activados por flavonoides (Downie y
Johnston,1986), el gen ampR por una B-lactamasa (Bonore y col.,1986),
el gen nahR por salicilatc (Yen, K. M. y Gunsalus, 1985; You, I.-3. y
Gunsalus, 19%86), etc. La homologila que presenta el gen ORFO con los
distintos genes de la familia LysR, hace pensar gue su expresién
necesite de la presencia de una molécula inductora (cuya naturaleza
quimica pedria ser un poliquétido) y que su funcién al igual que el
gen nodD pudiera ser la de un activador transcripcional de un

agrupamiento de genes.

La existencia de homologia en los dos extremos de la proteina ORFQ
con las proteinas deducidas de los genes nodd, a diferencia del resto
de las proteinas que Unicamente tienen homologia en el extremo N-
terminal, hace pensar que la naturaleza de la molécula inductora en
ambos casos, pudiera ser muy parecida (Figura 33). Ellec sugiere que el
gen ORF0 necesitaria para su expresiédn una molécula de naturaleza

poliquétida, ya que los flavonoides son poliquétidos.

Una caracteristica de los activadores de ia familia LysR es que
generalmente se transcriben en sentido contrario a los genes
estructurales que regulan (Henikoff,198B). El analisis de secuencila
nes indica que existe una ORF adyacente al inicio de la ORFO que

podria tener una transcripeién divergente (Figura 31}. En esa regién
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hemos encontrado por complementacién homélogos funcionales al gen
actVa. Cabe, por tanto, la posibilidad de que el gen ORFO pudiera
regqular la expresién de genes homdlogos al gen actVa situados a su

izquierda (Figura 31). En este contexto se plantean dos posibilidades:

a) el producto del gen ORFO es un activador de transcripcibdn para
los genes de la poliquétido sintetasa aislada, cuya funcién seria

equivalente a la del gen actIIORF4 (M. Fernandez-Moreno y col,,1991);

b) el producto del gen ORFO es un activador de la transcripcidn de
otros genes situados a la izquierda, en cuyo caso podria pensarse que
un poliquétido generade por accién de otros productos génicos actuaria
como inductor de ORF0, tal come ocurre con el nodb {(Downie y
Johnston,1986) & nahR (Yen, K. M. y Gunsalus,1985; You, I-S5. vy
Gunsalus, 1986} .

En cualquiera de los casos y si estos datos se confirman,
existiria una vez mas un presunto gen regulador (ORF(O) dentro del
agrupamiento de los genes de una poliquétido sintetasa distinto del
gen actIIORF4 (activador de la sintesis del poliquétido

actinorrodina).

El analisis futuro del mecanismo de regulacidn de ORFQ abre una
nueva perspectiva en la caracterizacién de la cascada de senales
activadoras descritas en Streptomyces para determinar la sintesis de
metabolitos secundarios. El gen ORF0O es diferente a los distintos
genes activadores que hasta el momentc se conocen en sStreptomyces

(actIIQR¥4, afsR, dnrR, abah).

Serén necesarios estudios posteriores para poder determinar cual
es la diana 6 dianas del producto del gen ORFQO, asi como determinar
qué moléculas son necesarias para la activaciédn de la transcripcidn

del gen ORFO{.

E]l interés por el conocimiento de la organizacién de distintas
poliquétido sintetasas radica en la posibilidad de poder manipular los
distintos genes con el fin de obtener nuevas sustancias. Hasta el

momento, una de las maneras de obtener nuevas sustancias ha sido
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mediante complementacién heterdloga entre especies de Streptomyces
productoras de sustancias muy semejantes (Hopwood y col.,1985p). En
nuestro caso, la transformacidédn heterdloga de S.lividans y de
S5.coelicolor, con DNA de S.antibioticus, origindé en alguin caso la
producciédn de un nueve pigmento no presente en las cepas parentales
(Figura 27). Un andlisis preliminar sobre su comportamiento quimico
reveld que era una sustancia diferente a actinorrodina pero con
propiedades fisico-gquimicas parecidas. El nuevo pigmento podria tener
una estructura muy semejante a actinorrodina y podria ser el resultado
de la formacién de una posible ruta heterbdloga en la que estarian
implicados los genes act (presentes en S.lividans y S.coelicgolor) y
los genes implicados en la sintesis de otro poliquétido sintetizado en
S.antibioticus. 3in embargo, los datos preliminares de complementaciéon
neterdloga realizados en este trabajo, apuntan hacia la posibilidad
de que el nuevo pigmento sea el resultado de la expresién de unos
genes "silentes" presentes en algquna de las c¢epa parentales, sin
llegar a descartar totalmente la posibilidad de formacién de una ruta

heterdloga.

En todas las transformaciones heterblogas de S.coelicolor con el
clon pMHY410 se ha observado que existe un elevado nuamero de
deleccicnes del extremo derecho de este clon. Existe igualmente una
dificultad grande en el clonaje de este extremo derecho del clon
pMHY9410 tanto en E.ceoli comoe en Streptomyces. Estos hechos junto con
el retraso del crecimiento de las céliulas gue contienen el plésmido
entero, hacen pensar que los genes implicados en la sintesis del nuevo
pigmento, se localizarian en la mitad derecha del clon pMHY410. Otro
hecho que apoya esta hipdtesis es que al transformar S.lividans con un
clon conteniendo la banda BamHI con parte de los genes identificados
(extremo izquierdo del clon pMH9410), no se produce pigmento. Es
necesario un estudio mas exhaustivo de diferentes delecciones con el
fin de determinar cial es el fragmento de S.antibioticus responsable

de la sintesis del nuevo pigmento.

El retraso en el crecimiento producido por el plasmido pMH9410
hace pensar en una posible actividad antibiética. En este casc las
células carecerian de un sistema optimo de resistencia frente al nuevo

antibidtico, lo que explicaria la dificultad de crecimiento y la
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inestabilidad del pléasmido completo, teniendo lugar una seleccidn "in
vive" para deleccionar la zona donde presuntamente se localizan los
genes implicados en la bicosintesis del nuevo compuesto. Sin embargo,
no se ha detectado una actividad antibidética frente a microorganismos
sensibles como Bacillus subtilis y Micrococcus luteus, aungue esta
falta de actividad antibidtica pudiera ser debida a que estos
microorganismos sean relativamente resistentes a esta nueva sustancia

v necesiten una cantidad mayor para gue se inhiba su crecimiento.

Si la expresibn de los genes implicados en la biosintesis del
nuevo pigmento estd & no regulada por un gen del tipo actII, es un

aspecto importante a ser analizado en un futuro.

El estudio de una nueva poliquétido sintetasa de S.antibioticus,
y dada su gran homologia con el resto de sintetasas de poliquétidos,
sobre todo con las sintetasas de granaticina y actinorrodina, abre la
posibilidad de intercambio especifico de algunos genes
correspondientes a las fases tempranas en la biosintesis de
antibiéticos con el obijetivo de obtener nuevos farmacos mediante
manipulacién "in vitro™. El sistema estudiadc en este trabajo abre la
posibilidad de detectar en S.antibioticus la formacién de metabolitos
secundarios no descritos hasta el momento, y analizar su posible
regulacién. La disponibilidad del sistema génico clonado, justifican
los futuros esfuerzos para poner a punto un sistema de transformacidn
en esta especie, con el fin de obtener mutantes de insercidn y
analizar la expresién de otras rutas de poligquétidos, como

oleandomicina, en estos mutantes.
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CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

1.- Se ha localizado y aislado un agrupamiento de genes en
S.antibioticus, que codifica una nueva poliquétido sintetasa semejante

a las sintetasas de granaticina y actinorrodina.

2.- Esta nueva poliquétido sintetasa esté constituida, al menos,
por cinco productos génicos implicados en procesos de condensaciéon y
transporte de residucs acilos, ciclaciébn, cetorreduccién y
deshidratacién. Todos ellos forman un complejo multienzimatico tipico

de las acido graso sintetasas TipolI.

3.- Los genes aislados en S.antibioticus tienen una organizacidn
estructural muy semejante a la gue presentan los genes que codifican
algunas de las poliquétido sintetasas conocidas. Unicamente se
diferencian en la disposicién de la ORFS (presunta actividad cetorre-

ductasa; .

4.- La estructura del presunto poliquétido sintetizado por los
genes de S.antibioticus aislados en este trabajo, es diferente a
oleandomicina {antibiético mayoritario en S.antibioticus}) y parece
ser diferente al pigmento de las esporas, cuya sintesis estad mediada
por el gen whiE. E1l poliquétido especificado podria tener una
estructura de quinona monomérica semejante a granaticina, dada la alta
homologia existente entre los genes temprancs de la granaticina sinte-

tasa y los genes de S.antibioticus analizados (valor medio 80%).

5.- Dada la gran homologia de los genes aislados en
S.antibioticus con los genes tempranos correspondientes a la sintetasa
de actinorrodina, es posible complementar de forma heterbloga, las
mutaciones act de S.coelicolor con DNA procedente de S.antibioticus.
Este hecho abre la posibilidad de la obtencién de nuevos compuestos
por la manipulacién "in vitro® de los genes tempranos de las dos rutas

biosintéticas homdlogas.

6.- Se ha obtenido un nuevo pigmento como resultado de la trans-~
formacién heteréloga de §.lividans y S.coelicolor, con un fragmento

del genoma de S.antibioticus (pMH2410).
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7.- Se ha identificado un gen (ORFQ)} cuyo producto presenta una
gran homologia con proteinas activadoras pertenecientes a la familia
LysR. Es un activador diferente a los descritos hasta el momento

(actlI, dnrR, redb), asociados a genes de biosintesis de antibidticos.

8.- La gran homologia del activador, ailslado en S.antibioticus,
con los genes nodD implicados en la regulacién de los procesos de
nodulacién, sugiere la existencia en Streptomyces de una molécula
inductora, probablemente un poliquétido, con un mecanismo de accidn

similar a los genes nod de Rhizobium.
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