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RESUMEN

Actualmente, la metagenémica ha permitido conocer y estudiar con mas detalle el
material genémico desconocido en todos los ecosistemas que componen la tierra. El
suelo se ha convertido en una fuente potencial de estudio, puesto que es un sistema
complejo que alberga una gran cantidad y diversidad de microorganismos. El objetivo
del presente trabajo fue realizar un screening de genes relacionados con la biosintesis
de policetideos (PKS), con posible aplicaciéon biotecnoldgica a partir de una biblioteca
metagenomica del 2004 de suelo Atlantico Brasilero, construida con 5000 clones
utilizando como vector a Escherichia coli DH10B pBAC/oriV e insertos de 40 y 50 Kb.
La caracterizacion de los sistemas implicados en la biosintesis de estas moléculas,
seria una alternativa para dilucidar mas ampliamente el potencial biotecnolégico
inmerso en las comunidades microbianas, asi como entender mas profundamente su
papel ecoldgico. La primera etapa de este estudio fue la recuperacion de los clones en
medio LBAC. Posteriormente, se experimentaron varios protocolos para la extraccion
del vector: GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific), AxyPrep Plasmid Miniprep
(Axygen Biosciences), PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega) y QIAprep
Spin Miniprep (Qiagen). No obstante, no se logré obtener buenos resultados, por ello
fue necesario realizar un protocolo clasico maodificado, con el cual se obtuvo buena
calidad y cantidad de DNA. La amplificacién de los genes asociados a los sistemas
PKS | y PKS Il fue realizada utilizando primers degenerados. Los clones positivos para
los sistemas PKS fueron aislados y sus secuencias nucleotidicas y proteicas fueron
analizadas por analisis bioinformatico. El screening permitié la obtencion de tres
clones positivos para genes relacionados con el sistema PKS Il. Se observaron
variaciones en la secuencia de origen metagenémico y la secuencia del control
positivo cuando fueron comparadas de acuerdo a su conformacién molecular proteica,
esto permiti6 dilucidar la posible relacion existente en la conformacion de rutas de

biosintesis de otros metabolitos secundarios.



ABSTRACT

Actually, the metagenomic has allowed to know and to study in detail the genomic
material present in all environments on earth. The soil has become a potential source
of study, since it is a complex system that has a large number and variety of
microorganisms. The aim in these study was perform a screening of the biosynthesis
PKS | and PKS Il related genes, from a metagenomic library constructed in 2004 from
Brazilian Atlantic soil with 5000 clones, using Escherichia coli DH10B pBAC/oriV as a
vector and inserts between 40 and 50 Kb. The characterization of the biosynthesis
related systems of these molecules could be a great choice to elucidate the
biotechnological potential in microbial communities and their ecological roles. The first
step of this study was to recover the clones in LBAC medium. Later, different kits were
performed for the vector extraction: GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific),
AxyPrep Plasmid Miniprep (Axygen Bosciences), PureYield™ Plasmid Miniprep
System (Promega) and QIlAprep Spin Miniprep (Qiagen). However, the results were
not satisfactory, for that it was necessary to perform and modify the classic extraction,
in order to obtain good quality of DNA. The amplification of the related genes whit PKS
| and PKS Il systems was performed using degenerated primers. The positive clones
for PKS systems were isolated, and their nucleotide sequences were analyzed through
bioinformatics tools. The screening allowed obtaining three positive clones for genes
related with PKS II. Furthermore, variations were observed in the sequences of
metagenomic origin when they were compared with the positive control, according to
protein molecular conformation. This results allowed elucidate the possible relationship

in the formation of other biosynthetic pathways secondary metabolites.



GLOSARIO

ACP [Acyl carrier protein] - proteina transportadora del grupo acil

AT [Acyltransferase] -acil transferasa

BAC [Bacterial artificial chromosome] -cromosoma atrtificial bacteriano
DH [Dehydratase] -deshidratasa

ER [Enoyl reductase] -enoil reductasa

FAS [Fatty acid synthase] -sintasa de acidos grasos

MT [Methyltransferase] -metiltransferasa

NCBI National Center of Biotechnology Information

KS [Ketosynthase]- cetosintasa

PKS [Polyketide synthase] -policetido sintasa

TE [Thioesterase] —tioesterasa

NRPS [Nonribosomal peptide synthetases]- Sintetasas de péptidos no ribosomales.



1. INTRODUCCION

El aislamiento de metabolitos secundarios producidos por microorganismos,
histéricamente ha sido efectivo en la identificacion de nuevos compuestos con
propiedades bioactivas. Los suelos son considerados ambientes que contienen una
diversidad considerable de microorganismos, de los cuales solamente el 1% es
cultivable en laboratorio (Hugenholtz & Goebel, 1998; Curtis & Sloan, 2005). Una
pequefia parte de los microorganismos que son cultivados en laboratorio, suministran
una importante cantidad de moléculas que en la actualidad son de uso comercial,
entre los que se destacan: antibidticos, antifingicos, inmunosupresores, Yy
antitumorales. Sin embargo una de las fuentes promisorias para la busqueda de este
tipo de compuestos, se encuentra en los microorganismos que no son cultivables por
las técnicas tradicionales de cultivo (Gillespie et al, 2002). Una de las alternativas para
el estudio de este tipo de microorganismos, es la metagendmica, que ofrece el analisis

de la totalidad de genomas contenidos en una muestra ambiental.

En este estudio se realizo un screening molecular de genes pertenecientes a los
policétidos tipo | y Il, que son moléculas que dependiendo de su conformacion
estructural, las propiedades bioactivas pueden variar (Hopwood, 2004; Hertweck,
2004); a partir de una biblioteca metagendmica, construida con vector pBAC oriV, con
insertos de DNA total proximos a los 50kb provenientes de suelo atlantico Brasilero.

18



2.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde hace mucho tiempo, los microorganismos han sido explorados con base
en cultivos y aislamientos bacterianos en laboratorio, sin embargo una pequefia parte
de estos es conocida; una de las principales causas es la dificultad de crecimiento con
los métodos tradicionales, lo que ha generado un vacio sobre la diversidad microbiana
real (Torsvik et al., 2002).

Uno de los habitats con mayor diversidad microbiana es el suelo (Ludwig, &
Schleifer, 1995; Schloss & Handelsman, 2006), a pesar de su poco conocimiento,
actualmente existe una nueva alternativa viable para el estudio de estas comunidades,
denominada metagenomica. Esta rama de la gendmica actual, le ha dado un nuevo
sentido a la problematica de analizar y conocer la totalidad de genomas contenidos en
una muestra ambiental, ademas de ser una herramienta Util para rastrear genes de
interés, y resolver incognitas fisiolégicas o ecoldgicas de las comunidades microbianas
(Bonilla et al., 2008).

La metagendmica permite un estudio extenso de diversos genes, entre ellos los
de interés biotecnoldgico. Estos genes estdn ampliamente relacionados con el
metabolismo, y codifican para una amplia gama enzimatica que representa un gran
potencial en el campo biotecnolégico. La mayoria de metabolitos con potencial
bioactivo, son: antibidticos, antifingicos, inmunosupresores, antitumorales, inhibidores

de enzimas, toxinas, pigmentos, entre otros (Demain, 1992; Massini, 2009).

Entre los metabolitos secundarios con mayor interés en el ambito
biotecnolégico se encuentran los que presentan actividad farmacoldgica; estos
metabolitos son una prioridad en el mundo actual, debido al incremento de
microorganismos patégenos multiresistentes, causada por el uso irracional de
medicamentos (antibacterianos y antifingicos). El objetivo principal de la biomedicina
actual es la busqueda de nuevos medicamentos como moléculas bioactivas para el
tratamiento de enfermedades complejas como el cancer y enfermedades
cardiovasculares. Esto ha impulsado el desarrollo de nuevas alternativas para la

produccién de nuevos farmacos (Waugh & Long, 2002; Strobel & Daisy, 2003).
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Una de las alternativas para la produccion de nuevos farmacos se incluye la
busqueda de un grupo de moléculas denominadas “policétidos”, que se caracterizan
por tener propiedad bioactiva y pertenecen a una familia de metabolitos
estructuralmente muy diversa con un amplio espectro de actividad; ademas comparten
un mismo patron biosintético por medio de enzimas denominadas policétido sintetasas
(Hopwood, 2004; Massini, 2009).

La busqueda de este tipo de moléculas usando el abordaje de la genémica
actual, es una herramienta util que puede ser aplicada al screening de una biblioteca
construida en 2004 con DNA total de suelo proveniente del bosque atlantico brasilero,
con insertos de aproximadamente 50 Kb, la pertinencia del andlisis se basa en que
hasta ahora no se han rastreado genes codificantes de este tipo de moléculas en la

mencionada construccion.

En atencion a los anteriores argumentos, el presente trabajo, plantea realizar el
screening molecular de una biblioteca metagenémica para conocer genes codificantes
de policetidos, que representan un gran potencial de informacién que puede ser

utilizada con fines académicos, ecolégicos, biotecnol6gicos y econdmicos.
Con este trabajo se plantea resolver la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Qué genes relacionados con la biosintesis de policétidos (PKS) estan presentes en

una biblioteca metagendémica de suelo Atlantico Brasilero?
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3.JUSTIFICACION

En Brasil, los bosques del Atlantico (Mata Atlantica) son considerados refugios de
la biosfera, y presentan una diversidad bastante alta, por lo cual esta zona fue
declarada por la UNESCO como wun patrimonio de la Humanidad

(http://www.pmma.etc.br/). En ecosistemas tan importantes como estos, los cuerpos

terrestres juegan un papel importante en la formaciéon de microhabitats, estos estan
influenciados por factores ambientales que ejercen presion sobre los microorganismos

permitiendo su diversificacion (Chenu & Stotzky, 2002).

Los microhdbitats terrestres pueden ser comprendidos mejor con las actuales
metodologias independientes de cultivo. Una de las principales razones para estudiar
los microhabitats es que se ha comprobado que la diversidad de microorganismos en
el suelo es de aproximadamente 10° células por gramo de muestra, de acuerdo con
estudios de observacion directa y recuento de células al microscopio (FISH-
Microscopia 6ptica) (Amann et al., 1995; Schloss & Handelsman, 2006), representando
entre 4.600 a 10.000 genomas distintos (Torsvik et al., 1990), muchas de las cuales,
>90%, corresponden a bacterias viables pero no cultivables (Schloss & Handelsman,
2006).

La mayoria de farmacos de importancia como los antibiéticos del grupo de las
tetraciclinas, eritromicinas, vancomicinas, cefalosporinas, rifamicinas y diferentes f3
lactamicos, provienen de microorganismos de suelo; motivo por el cual es un ambiente
promisorio para estudios de bioprospeccion (Osbune et al., 2002; Lorenz et al., 2002).
Entre las moléculas bioactivas que presentan mayor variabilidad estructural y quimica
se encuentran los policétidos, que dependiendo de los dominios enzimaticos, las
propiedades del compuesto son diferentes (Khosla & Zawada, 1996; Yadav, Gokhale,
& Mohanty, 2003).

Partiendo que el conjunto de genes de una comunidad microbiana se puede
estudiar por medio de la metagendmica. La construccion de una biblioteca involucra
una serie de procedimientos complejos, que requieren optimizacion en la extraccion de

DNA total, clonacion, manejo y almacenamiento de un nimero bastante alto de clones.
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Por ello se plantea realizar el screening de una construccibn metagenémica del
afio 2004, que aun no ha sido analizada para este tipo de genes, la aplicacién de
herramientas de “screening” molecular en la biblioteca construida, puede generar una
mejor alternativa en la busqueda de nuevos genes involucrados en la biosintesis de

compuestos con posible uso farmacéutico.
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4.0BJETIVOS

3.1 Objetivo general

Realizar un screening de genes relacionados con la biosintetesis de policetideos
(PKS), con posible aplicacién biotecnolégica, en una biblioteca metagenomica de

suelo Atlantico Brasilero.

3.2 Obijetivos especificos

1. Recuperar y evaluar una biblioteca metagendémica de suelo Brasilero construida

con Escherichia coli DH10B, el vector pBAC/oriV e insertos entre 40 y 50 Kb.

2. Realizar screening por PCR de genes PKS | y Il en una biblioteca

metagendmica.

3.  Seleccionar y secuenciar los clones positivos producto del screening de genes
PKS 1yl

4. Analizar las secuencias génicas obtenidas con genes reportados en bases de

datos.
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5.ANTECEDENTES

La produccion y prospeccion de nuevos farmacos se ha estudiado ampliamente en
microorganismos filamentosos como los actinomicetos. Los estudios basados en
caracterizacion quimica de metabolitos secundarios, es un proceso clasico que aun es
ampliamente utilizado en la actualidad. Entre las especies mas estudiadas
involucradas en la produccién de metabolitos secundarios, se encuentra la produccién
de estreptomicina, espectinomicina y tetraciclina por: Streptomyces griseus, y S.
aureofaciens. La modificacidn genética en Streptomyces también se ha estudiado con
el fin de obtener variantes que produzcan nuevos metabolitos. Entre las nuevas
moléculas que se han obtenido con el uso de cepas recombinantes se encuentran:

polienos, nistatina, amfotericina y pimaricina (Mariano, 2009).

En la década de los 80 una gran parte de herramientas moleculares y tecnologias
basadas en secuenciacién, fueron desarrolladas con el fin de superar las limitaciones
de los cultivos en laboratorio (Borneman & Trjplett, 1997;Torsvik et al., 1998). El uso
de estas herramientas les permitieron a los investigadores clonar fragmentos grandes
de DNA con la finalidad de rastrear genes en bibliotecas metagenémicas (Borneman &
Triplett, 1997; Gillespie et al., 2002; Lefevre et al., 2008).

Con respecto a los genes que hacen parte de sistemas PKS, los primeros estudios
comenzaron con la construccion de primers homologos a regiones consenso
presentes en los genes KSa y KSP (codificantes de unidades involucradas en el factor
de elongacién de la cadena), lo que amplié la posibilidad de analizar variantes de
estos genes en nuevas muestras (Hutchinson & Fujii, 1995). Los estudios de
amplificacion de genes involucrados en las vias del grupo de los policetidos
comenzaron en 1999, cuando Metsa-Ketela y colaboradores construyeron primers
degenerados homologos al gen KSa para analizar microorganismos productores de
policetidos (Metsa-Ketela et al., 1999).
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Esto conllevo a realizar andlisis en muestras ambientales como las procesadas en
el afio 2003 por Courtois y colaboradores, usando primers degenerados homadlogos a
PKS de tipo | como sondas moleculares para analizar 5000 clones de una biblioteca
metagenomica, de las cuales se obtuvieron 11 nuevas secuencias codificantes para

sintasas de policétidos de tipo | (Courtois et al., 2003).

En biomas Brasileros como la Mata Atlantica se han realizado estudios de
metagenomica; Andrielli (2006) amplificé genes codificantes de sintasas de tipo Il, en
una muestra de DNA total en suelo, sugiriendo la existencia de microorganismos
productores de esta clase de productos representados, principalmente por agentes

antitumorales en esa comunidad bacteriana.

Massini (2004), construyé una biblioteca metagendémica proveniente de suelo de la
Mata Atlantica. Las técnicas de extraccion de DNA para este tipo de suelo fueron
estandarizadas y optimizadas, obteniendo un DNA total de buena calidad, que fue
digerido con la enzima Hind lll, obteniendo fragmentos de aproximadamente 50 Kb,
estos fragmentos posteriormente fueron clonados en un vector pBAC/oriV (Wild et al.,
2002).

El presente trabajo tiene como objetivo el rastreo de clones positivos que estén
asociados con el sistema PKS | y Il, o con rutas biosintéticas de metabolitos

secundarios como policétidos.
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6.MARCO TEORICO

6.1 Comunidades bacterianas

A pesar de la importancia de los microorganismos procariontes (arqueas y
bacterias), ésta solo fue reconocida a partir de la década de los sesenta, cuando
Kluyver y van Niel, (1956) estimaron que 95% del CO, disponible en la atmésfera era
producido por la mineralizacién bacteriana. Asi mismo, las bacterias son responsables
del cambio atmosférico mas importante (hasta ahora) en el planeta Tierra: la
produccién de oxigeno diatdmico y con ello la conversiéon de una atmésfera reductora
a una oxidante. Hoy en dia, solo los organismos procariontes son capaces de realizar
la fijacion de nitrégeno atmosférico, mineralizar nitrdgeno hasta nitrato, respirar
sulfatos o hierro, por mencionar algunos de los multiples procesos que involucran los

ciclos biogeoquimicos (Bonilla et al., 2008).

A lo largo de la historia, la microbiologia clasica ha tratado de comprender
mejor los procesos fisioldgicos y bioquimicos que son llevados a cabo por los
microorganismos en los diferentes ambientes. Actualmente, los estudios de biologia
molecular han ampliado el conocimiento sobre metabolismo y diversidad en estos
ambientes, lo que permiti6 reconocer que el dominio con mayor biomasa, mayor

diversidad taxondmica y funcionalidad es del dominio Bacteria (Bonilla et al., 2008).

El estudio de los microorganismos, dado su pequefio tamafio y sus tasas
generacionales muy variables, (generalmente muy rapidas), implica una problemética
de estudio. Actualmente, se acepta que tan solo se conoce el 1% de la diversidad total
de bacterias en el planeta y que en un gramo de suelo existen, al menos, miles de
especies (Torsvik et al., 2002; Schloss & Handelsman, 2006). Dado que las escalas
espaciales y temporales de los organismos procariontes son una dificultad de estudio,
también representan una oportunidad Unica de entender los fendmenos ecoldgicos y

metabolicos.
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La revolucién de la gendmica actual, debido al desarrollo de tecnologias de
secuenciacion, le ha dado un nuevo sentido al andlisis de comunidades bacterianas,
porque ahora es posible conocer el total de los genes contenidos en una muestra
ambiental para resolver incognitas ecologicas y/o metabdlicas de los organismos
(Bonilla et al., 2008).

6.1.1 Comunidades bacterianas en suelos

El suelo esta estructurado por la combinacién de agregados, que se forman
dependiendo de factores bidticos como: liberacion de compuestos de origen vegetal,
actividad microbiana y animal, factores abidticos que incluyen reacciones
fisicoquimicas (formacion de compuestos, interacciones ibnicas, precipitacion,
aireacion, movimiento, retencion de agua, erosion, reciclado de nutrientes, y
penetracién por raices ( Tisdall & Oades, 1982; Perfect & Grove, 2002; Bronick & Lal,
2005).

Los agregados de particulas soélidas resultan en un complejo discontinuo,
formando espacios de varios tamafios y formas, muchos de ellos llenos de agua o aire,
dando como resultado diferentes hébitats para los microorganismos (Figura 1) (Chenu
& Stotzky 2002).
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Figura 1. Formacion de microhabitats en suelos.

Fuente: Adaptado de Chenu & Stotzky, 2002.

La proporcién de procariotas en la tierra fue estimada en 4,6x10%° células y
entre los ambientes considerados como los mayores reservorios de diversidad

microbiana en el planeta, se encuentran los suelos (Robe et al., 2003).

6.2 Metagendmica

La metagenOmica representa una aproximacion totalmente nueva al estudio de
las comunidades microbianas, y se define como la aplicacion de técnicas gendmicas
modernas para el estudio directo de comunidades de microorganismos en su entorno
natural, evitando la necesidad de aislar y cultivar cada una de las especies que
componen la comunidad (Handelsman et al, 1998; Chen & Pachter, 2005). Las
bibliotecas metagenémicas se construyen de la misma forma que una biblioteca

genomica y se dividen en tres etapas:
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1. Fragmentacion de DNA total por medio de enzimas de restriccion o de forma

mecanica:

La metagendmica permite eliminar la etapa de cultivo, porque comienza con la
extraccion directa de DNA de una muestra que incluye la fragmentacién del DNA total
para la inserciéon en un vector apropiado (Figura 2) (Plasmidos, Césmidos, Fosmidos,
BAC, entre otros) (Handelsman et al, 1998).

Figura 2. Proceso de Fragmentacion de DNA, insercion del fragmento en el vector

apropiado (DNA ligasa).

Fuente: Cultek, 2006.
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2. Insercién de los fragmentos de DNA en un vector adecuado

Un factor importante al momento de la construccion de una biblioteca
metagendmica es el tamafio del inserto que va a ser clonado. Bibliotecas menores a
10 Kb pueden ser construidas con pladsmidos y generalmente se usan para la

identificacion de unos cuantos genes (Handelsman, 2004).

Los plasmidos estan compuestos por moléculas de DNA de doble cadena
extracromosémicas que tienen un origen de replicacion (ori+) y que se replican
autbnomamente en las células bacterianas. Para poder utilizarlos en diferentes
estudios, se han modificado o disefiado muchos plasmidos de manera que contengan
un numero limitado de sitios de restriccibn y genes de resistencia a antibiéticos
especificos (Cultek, 2006).

Los plasmidos actuales contienen un fragmento de un gen bacteriano
denominado lacZ (Figura 3), el gen posee un sitio de clonacion multiple (polylinker). El
gen lacZ normal, codifica la 3-galactosidasa, enzima que corta moléculas de azlcar.
Cuando se introduce en una célula hospedera que tiene el gen lacZ mutante, se
produce -galactosidasa no funcional. La p-galactosidasa puede ser separada en dos
péptidos: LacZa and LacZQ. Estos péptidos no son activos individualmente pero si
estan en presencia del otro se activan espontaneamente. Esta propiedad es usada
porgque si se insertan fragmentos de DNA en el vector, el gen se ve interrumpido y las
células no van a mostrar actividad de B -galactosidasa. Esta actividad puede ser
detectada por X-gal que tifie de azul cuando es cortado por la B -galactosidasa, por lo
tanto si hubo una insercion de DNA al vector, la tincion se ve blanca. Las colonias
blancas, resistentes a ampicilina, contienen plasmidos con el DNA de interés (Cultek,
2006).
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Figura 3. Ejemplo de un plasmido pUC18. Este pldsmido posee un gran numero de
sitios de restriccion en el sitio de clonacion multiple, localizado dentro del gen lacZ. Las
bacterias que contienen pUC18 producen colonias de color azul si crecen en un medio
gue contenga X-gal. EI DNA insertado en el sitio de clonacién multiple interrumpe el
gen lacZ, resultando en colonias blancas, lo que permite la identificacion directa de las
colonias que tienen insertos de DNA clonados.

Fuente: (Cultek, 2006).

Las bibliotecas que poseen insertos superiores a 10Kb son ideales para la
identificacion de vias metabdlicas compuestas por varios genes (Ginolhac et al., 2004)
y las bibliotecas que contienen insertos grandes de DNA superiores a 20 Kb son
clonadas en cosmidos, fosmidos, cromosomas artificiales de bacterias (BAC) o
levaduras (YAC) (Tabla 1) y son ideales para la biusqueda de clister de genes que

incluyan vias metabdlicas completas (Handelsman, 2004).

BAC (cromosoma artificial bacteriano): estos vectores estdn basados en el
factor F de bacterias. El factor F es un plasmido que se replica independientemente y
esta implicado en la transferencia de informacion genética durante la conjugacion
bacteriana. Puesto que los factores F pueden transportar fragmentos del cromosoma
bacteriano de hasta 1Mb, han sido disefiados para que funcionen como vectores de

DNA de tamafios grandes. Los vectores BAC tienen los genes de replicacion y de
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namero de copias del factor F, incorporan un marcador de resistencia a un antibiético y
sitios de restriccion para insertar el DNA exdgeno que se desea clonar (Figura 4).
Ademas, el sitio de clonacién esta flanqueado por regiones promotoras que pueden
utilizarse para generar moléculas de RNA y expresar genes clonados, pueden ser
utilizadas como sondas de mapeo cromosémico, o para secuenciar el inserto de DNA
(Allison, 2009).

Figura 4. Etapas para la clonacion usando vector BAC. 1) Restriccion del vector con
enzimas; 2) Ligacion del inserto en el vector usando DNA ligasa; 3) Trasformacion del

vector 4) Seleccién de colonias con BAC recombinante.

Fuente: Adaptado de Cultek, 2006.
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Tabla 1. Principales fuentes y vectores para la insercioén de fragmentos segln su

tamanio
VECTOR FUENTE TAMANO
PLASMIDO Plasmidos replicacion
multiple (origen natural y
- <10 Kb
modificados)
FAGO Bacteriofago A 5-20 Kb
COSMIDO Plasmido + sitio Cos del 30-45 Kb
bacteriofago A
BAC (CROMOSOMA Escherichia coli 50-300 Kb
ARTIFICIAL (modificado)
BACTERIANO)
Saccharomyces
cerevisiae +centromero+
YAC (CROMOSOMA 100-1000 Kb

ARTIFICIAL DE
LEVADURA

telomero+secuencia de

replicacion autbnoma

3. Transformacion del vector en un hospedero adecuado

Fuente: (Allison, 2009).

El DNA recombinante que incluye la fusion del inserto con el vector es

introducido en un hospedero cultivable (generalmente E. coli) para la construccion de
la biblioteca (Handelsman, 2004).

Cuando el DNA recombinante es aceptado exitosamente, la biblioteca entra en

la ultima fase de construccion. Los clones detectados como “positivos” se seleccionan

y almacenan generalmente en placas de Elisa de 96 pozos,

seleccion (screening) (Bonilla et al., 2008).
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Las tecnologias actuales de secuenciacion permiten el andlisis de una mayor
cantidad de informacién en menor tiempo, ademas la disminucion de costos, brinda la
posibilidad de estudiar un conjunto bastante grande de genes, generalmente
denominado “cluster”. Esta agrupacion es tipica de rutas biosinteticas involucradas en

la produccion de metabolitos secundarios (Bonilla et al., 2008).

Después del proceso de secuenciacion, se debe realizar el andlisis y
ensamblaje de la secuencias. El ensamblaje de secuencias se basa en la
sobreposicion de diferentes fragmentos “contigs” de DNA y asi reconstruir secuencias
lineales completas conocidas como “scaffolds” y la secuencia lineal completa del
genoma (Figura 5). Muchas veces los fragmentos secuenciados no cubren la totalidad
del genoma (existen contigs que no pueden ensamblarse con ningun otro fragmento
porque las regiones que los unian no fueron secuenciadas). Obviamente, si los
fragmentos producidos por la secuenciacion son mas grandes es mas facil ensamblar
que si los fragmentos son mas pequefios. Sin embargo, para saber con precision si
una secuencia es en realidad la secuencia del genoma y no un artefacto de la
secuenciacion, es necesario que cada base en cada sitio a lo largo de la secuencia
lineal se encuentre repetida varias veces, es decir, que cada base en cada fragmento
haya sido secuenciada varias veces para que al alinear todos los diferentes
fragmentos secuenciados de una misma regiébn sean coherentes entre si (Green,
2001). A esto se le conoce como profundidad de la cobertura de secuenciacion, un
genoma completo se considera confiable si tiene mas de 6x. Esto quiere decir, que la
totalidad de bases secuenciadas es 6 veces el tamafio del genoma inferido, y por lo
tanto, se esperaria que cada base del genoma completo estuviera representada al
menos en seis fragmentos independientes. Cabe sefalar que el esfuerzo
computacional que requiere este andlisis es considerable y, aunque hemos observado
enormes avances, el ensamblaje automatico dista mucho de ser perfecto y

frecuentemente requiere la asistencia humana (Green, 2001).
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Figura 5. Ensamblaje de secuencias en bibliotecas genémicas. El sobrelapamiento de
secuencias se denomina contigs y se organizan de tal manera que la informacién

proporciona el origen y orden de la secuencia original

Fuente: Green, 2001.

Con el estudio de la metagendmica se puede acceder a una mayor cantidad de
genes, porque ademas de ser secuenciados, estos se pueden aislar y transformar en
vectores de expresion eficientes para formar los nuevos compuestos con mayor
facilidad (Lorenz et al., 2002; Rees et al., 2003; Daniel, 2005).

35



Figura 6. Flujograma mostrando las etapas para la construccion de bibliotecas
metagenomicas a partir de muestras de suelo.

Fuente: Adaptado de Daniel, 2005.

El analisis de las bibliotecas metagenomicas se puede realizar a través de dos
métodos el primero se basa en la funcion y el segundo se basa en la secuencia
(Schloss & Handelsman, 2003) (Figura 7). El método basado en la funcion identifica
clones que expresan una enzima o una via metabodlica deseada (Jeon et al., 2009). La
identificacion de expresion se realiza en un medio de cultivo sélido con un sustrato

selectivo para la funcién de interés, generalmente los clones expresan un halo en la
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colonia hidrolizando el medio. El otro método estd basado en la amplificacién de
secuencias conservadas de interés por lo cual se usan sondas para la hibridacion de
primers que amplifican la regién de interés. La secuenciacion de estos clones permite
analizar las secuencias que posiblemente tienen genes nuevos de interés (Schloss &
Handelsman, 2003).

Figura 7. Técnicas para el analisis de bibliotecas metagenémicas.

Fuente: Adaptado de Schloss & Handelsman,
2003.
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6.2.1 Screening de bibliotecas metagenémicas

Una biblioteca puede contener varios cientos de miles de clones. El
problema ahora es identificar y seleccionar solo el clon o clones que contienen el gen
0 genes que nos interesa, y determinar si un clon determinado contiene todo el
fragmento o sblo una parte de él. Hay varias maneras de hacerlo, y la eleccion
depende de las circunstancias y de la informacioén disponible. Los métodos que se
describen a continuacion utilizan diversos enfoques para encontrar una secuencia

especifica de DNA en una biblioteca.

En metagendmica las bibliotecas de clones se rastrean por medio de expresion o

técnicas moleculares:

Las formas tradicionales para seleccion de clones por andlisis de expresion son
por medio de observacién fenotipica que envuelven resistencia a metales pesados o
antibidticos (Olsen et al., 1994); estos analisis incluyen cambios visibles en las
colonias en medios diferenciales y generalmente incluyen color, formacion de claros
(halo), e hidrdlisis ( Rondon et al., 2000; Fu et al., 2011; Park, Shin, & Kim, 2011). La
ventaja de usar este método es que no requiere equipamientos especiales para la
deteccion, solo para el posterior analisis del producto por cromatografia de gases
(HPLC), o cromatografia de gases acoplada a masas (GS-MS). La desventaja de
realizar screening por observaciéon es que algunos clones tienen expresion tan baja
gue no hay un cambio aparente en la colonia, ademas los analisis pueden tardar
mucho tiempo por la gran cantidad de clones que compone una biblioteca (Olsen et
al., 1994).

Actualmente, se comenzaron a usar metodologias que incluyen robots, estos
pueden analizar placas de 96 o 384 clones, posibilitando y viabilizando el trabajo que
manualmente puede tardar mucho tiempo (Streit & Daniel, 2010). La aplicacion de
automatizacion robdética para el screening de expresion no solo reduce los costos de
mano de obra, también aumenta la reproducibilidad y comparabilidad entre las

muestras.

Una de las tecnologias disponibles desde el afio 2012 es el andlisis de
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metabolitos directamente de colonia, “Nanospray Desorption ElectroSpray lonization”
Técnica que usa el equipo NanoDESI, este es un nanoespectrometro de masas para
el andlisis detallado del contenido molecular de la muestra biologica (Watrous et al.,
2012).

El equipo incluye dos pequefios tubos de vidrio o capilares en serie, una
corriente continua de disolvente se pone en contacto con la superficie de la muestra
(Figura 8). Este disolvente puede ser cualquier muestra biolégica o colonia. Cuando el
disolvente toca la muestra, el material sobre el sustrato se disuelve. ElI segundo
capilar, que actia como una bomba, convierte los aerosoles disueltos en iones, se
analizan en un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap alta resolucion (Watrous et al.,
2012).

Figura 8. Fotografia de nanoDESI con una colonia microbiana sobre la superficie de

agar solido en caja Petri.

Fuente: (Watrous et al., 2012).

El screening de bibliotecas por medio de técnicas moleculares incluyen PCR
como una de las técnicas mas empleadas que se basa en secuencias especificas de
oligonucledtidos para buscar en estas bibliotecas genes de interés a partir de DNA
total (Courtois et al., 2003; Ginolhac et al., 2004; Parachin & Gorwa-Grauslund, 2011).
Sin embargo, la PCR puede tener dificultad porque depende de la informacion ya

existente para el disefio de iniciadores en la amplificacion; lo que tornaria limitante la
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deteccion de nuevos genes; alternativamente se puede abordar la PCR con iniciadores
degenerados o de secuencias conservadas que permiten tener acceso a variantes de

genes conocidos (Cowan et al., 2005).

La hibridacion de colonia es también una técnica usada para screening de
bibliotecas, el método se lleva a cabo por medio de sondas marcadas
especificamente, estas usan un isotopo radioactivo, usualmente P* es la alternativa

de radiois6topo mas utilizada ( Ginolhac et al., 2004; Angelov et al., 2009).

El método comienza con la replicacién de las colonias a un filtro de nitrocelulosa,
y las colonias se rastrean mezclando el filtro con las sondas de acido nucleico. Por
este método se debe conocer parte de la secuencia del gen o del DNA que se esta
rastreando. Si se utiliza una sonda radioactiva para rastrear la biblioteca, la sonda de
DNA se desnaturaliza para formar moléculas de cadena sencilla y se afiade a la
solucion en la que el filtro estd sumergido. Si la secuencia de la sonda es
complementaria a cualquiera de las secuencias clonadas de las colonias, se formara
un hibrido DNA-DNA entre la sonda y el inserto. Después se lava el filtro, para eliminar
las sondas que no hibridaron, y se cubre el filtro con un trozo de pelicula fotogréafica.
La sonda marcada cuando es complementaria al DNA, forma un complejo radioactivo
gue puede ser identificado como una impresién sobre la pelicula. Las colonias
positivas pueden recuperarse de la placa inicial, y el DNA clonado que lleva, puede
utilizarse para nuevos experimentos (Figura 9). Las sondas no radioactivas utilizan
métodos quimioluminiscentes o colorimétricos para detectar el clon (o clones) de
interés (Cultek, 2006).

Tanto la técnica de PCR como la de hibridacion requieren de iniciadores y

sondas apropiadas que son derivadas de regiones conservadas de genes conocidos y

de productos génicos (Daniel, 2005).
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Figura 9. Screening por hibridacion de acido nucleico. 1) La muestra con las colonias
gue componen la biblioteca se transfiere a una membrana 2) las bacterias son lisadas
y el DNA desnaturalizado, 3) la membrana se coloca en una bolsa con la sonda
marcada, luego la membrana es retirada y lavada 4) los hibridos son detectados por
autoradiografia de rayos X 5) las colonias que contienen el gen de interés hibridan y

son seleccionadas.

Fuente: Adaptado de (Allison, 2009).
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6.3 Policétidos

El crecimiento celular estd determinado por las actividades metabdlicas
primarias, esta actividad produce enzimas, acidos organicos, etanol, entre otros. Sin
embargo, los metabolitos secundarios son sintetizados como acompafiantes no

esenciales en algunas fases del crecimiento celular (Kleinkauf, 1996).

El metabolismo secundario se torna interesante debido a la producciéon de una
gran variedad de compuestos de interés (antibidticos, antifingicos, inmunosupresores,
antitumorales, inhibidores de enzimas, toxinas, pigmentos, entre otros), los cuales son
moléculas organicas complejas producidas por una cadena de reacciones enzimaticas
(Demain, 1992; Massini, 2009).

Entre estos metabolitos secundarios se encuentran los policétidos, que son una
familia de compuestos estructuralmente muy diversa con un amplio espectro de
actividad (Figura 10); mas de un tercio de los productos que se producen por
organismos vivos aprobados como farmacos son moléculas policeténicas, a pesar de
su diversidad todos comparten un mismo patron biosintético, donde las
macromoléculas clave para la biosintesis son enzimas denominadas policétido

sintetasas (Hopwood, 2004).
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Figura 10. Ejemplos de policétidos como metabolitos secundarios indicando la
actividad biolégica.

Fuente: (Hertweck, 2009).

En las rutas de sintesis de policétidos existe alta similaridad con los
mecanismos de sintesis de &cidos grasos, las enzimas sintasas (Hutchinson & Fujii,
1995). El sistema enzimético que cataliza la sintesis de acidos grasos es llamado por
acido grasos sintasas (FAS) y esté involucrado en la sintesis de los policétidos (PKS),
ambos los FAS y los PKS necesitan que los grupos acetil y malonil, que participan de
la condensacion, de las cadenas finales. La esencia de la sintesis de acidos grasos y
de policétidos estd en la condensacion descarboxilativa en la cual los &cidos
carboxilicos simples se unen para producir una cadena de 6 a 50 atomos de carbono,
siendo que cada unidad contribuye con 2 carbonos de la estructura principal en la
cadena. (Hopwood, 2004) .
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La sintesis de moléculas policeténicas comienza con la union de unidades de
Acetil CoA o Malonil CoA, por medio de la unidad KS, conocida como iniciadora, luego
la unidad AT transfiere moléculas acilas a la proteina de transferencia ACP, la unidad
KS continua con las condensaciones descarboxilativas entre las moléculas acilas para
generar [(-ceto-acil-ACP. Por medio de este proceso repetitivamente se originan
cadenas con multiples grupos ceto dentro de su estructura (policétidos) (Figura 11)
(Staunton & Weissman, 2001; Hopwood, 2004), la sisntesis de moléculas
policetonicas, esta acompafiada de otros grupos que participan en el procesamiento
final de la molécula, como : Cetoredutasas (KR) que cataliza la reduccién del grupo f3-
ceto, Dehidratasa (DH) esta unidad transforma alcohol (-OH) en C=C y la unidad
reductasa (ER) reduce el C=C a C-C (Reeves, 2003; Hertweck, 2009).

Figura 11. Mecanismo basico involucrado en la sintesis de a) 4cidos grasos b)

policétidos
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Fuente: Hertweck, 2009.
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6.3.1 Tipos de PKS

Los policétidos se dividen en 3 grandes grupos:

Tipo I: Son moléculas complejas que pueden ser grandes o pequefias, que son

sintetizadas por sintasas | como estainas y eritromicinas (Austin & Noel, 2003).

Tipo II: Son moléculas aromaticas sintetizadas por enzimas sintasas |l

multifuncionales, como las antraciclinas (antitumorales) (Austin & Noel, 2003).

Tipo Ill: Son moléculas producidas principalmente por plantas superiores, por sintasas
[II; como por ejemplo los flavonoides (Austin & Noel, 2003).

6.3.1.1PKS tipo |

Los complejos multienzimaticos que hacen parte del sistema PKS | contienen
multiples sitios activos, denominados dominios cataliticos, los cuales actian como
modulos de elongacion para formar la cadena policetidica. Los dominios cataliticos
necesarios para que se lleve a cabo la biosintesis de la cadena son KS, AT y ACP,
mientras que la presencia de los dominios cataliticos KR, DH, y ER, va a depender del
grado de reduccién de la cadena en formacioén (Hopwood, 2004).

La via ocurre en tres pasos para catalizar la extension de la cadena en niveles
diferentes de la reduccién de la cadena en cada fase. La condensacién en primera
instancia se realiza sobre el grupo malonato, seguido de una segunda condensacion
reduccion y deshidratacion de un grupo ceto recién formado, consiguiente a este
proceso la cadena sufre ciclacion (Staunton & Weissman, 2001). A medida que se
incorporan unidades de elongacion mediante la accion de los polipéptidos que
constituyen las PKS tipo |, se va formando la cadena policetidica que se libera del
complejo enzimatico. Ademas, la cadena ciclada por accion de las citocromo P450 da
lugar a la estructura final por medio de transferasas (Kim et al., 2005) como ejemplo de

este tipo de moléculas encontramos la eritromicina (Figura 12).
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Figura 12. Cluster génico codificante de las sintasas que forman la eritromicina (PKS 1)

Fuente: Staunton & Weissman, 2001.

6.3.1.2PKS I

Los mecanismos de las enzimas PKS Il son completamente diferentes a las tipo
[, porque estas enzimas son un conjunto de proteinas monofuncionales que catalizan
la formacién de compuestos aromaticos ciclicos y no requieren amplios ciclos de
reduccion o deshidratacion (Figura 13) (Hutchinson & Fujii, 1995;Hertweck et al.,
2007).

En las PKS de tipo Il, el complejo enzimatico se denomina PKS minima (Figura
14), con dos sub unidades KSa, KSB y ACP. La proteina KSa esta implicada en la

condensacion, la proteina KS8 determina la longitud de la cadena policetidica y la ACP
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se encarga del transporte de grupos acilo. Sin embargo, la accién de las enzimas
codificadas por las PKS minima no determinan la formacion del compuesto final, por lo
gue necesitan enzimas como ciclasas, aromatasas, y reductasas para la formacion

final de policétidos tipo Il (Metsa-Ketela et al., 1999; Keatinge-Clay et al., 2004).

Figura 13. Ruta biosintética de la produccion de la molécula actinorodina en
Streptomyces coelicolor, indicando la catdlisis de policétidos sintasas.

Fuente: (Keatinge-Clay et al., 2004).

Figura 14. Ejemplo de biosintesis de doxorubucina (PKS II)

Fuente: Hertweck, 2009.

47



7.1

7.MATERIALES Y METODOS

Recuperacion y analisis de viabilidad de la biblioteca metagenémica

La biblioteca metagendmica, estd compuesta por clones de Escherichia coli
DH10B con fragmentos de préximos a 50 Kb de DNA total de una muestra proveniente
de suelo Atlantico Brasilero. La construccion de la Biblioteca fue realizada por Massini
en el aflo 2004, usando mdltiples protocolos de extraccién (Anexol), como resultado
obtuvo DNA de buena calidad, la relacion de absorbancia 260/280 oscil6 entre 1,8 a
2.0. El &cido nucleico fue digerido con la enzima Hind Ill, generando fragmentos
cercanos de 50 Kb. ElI DNA fue ligado con un vector pBAC OriV (~8kb), el producto fue
transformado en E.coli DH10 en medio LBAC (1% de triptona; 1% NaCl; 0,5% de
extracto de levedura); 12,5ug/ml de cloranfenicol; 2g/L de arabinosa e incubado a
37°C. Las células transformantes fueron pasadas en medio de cultivo liquido en placas
de polipropileno de 96 pozos y preservadas con glicerol al 60% a -80°C para

posteriores estudios.

Los clones de la biblioteca fueron removidos del freezer a -80°C y descongelados
en bafio de hielo durante 5 minutos, los clones fueron recuperados en placas de
polipropileno de 96 pozos con 150 yL medio (LBAC), arabinosa 2 g/L y cloranfenicol
12,5 yg/uL. La transferencia de los clones fue realizada usando un replicador de 96
dientes metdlicos estériles, flameado aproximadamente 4 veces con alcohol al 70%.
Luego de este periodo, fue registrado el crecimiento de los clones en placas por
triplicado, los clones que presentaron crecimiento fueron preservados con 50 pl de

glicerol al 60% a una temperatura de -80°C.

48



7.2

Extraccion de cromosoma artificial bacteriano pBAC OriV (~8kb)

Debido al tamarfio del inserto en la construccion de la biblioteca fueron evaluados

cuatro Kits de extraccion de vectores:

1) GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific)
2) AxyPrep Plasmid Miniprep Kit (Axygen Biosciences)
3) PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega)

4) QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)

Los ensayos se realizaron en clones identificados como transformantes de la
biblioteca, para determinar cual es el mejor método de extraccion de DNA del vector
pPBAC con el inserto. Los clones seleccionados se cultivaron en medio liquido con 4 mL
de medio liguido LBAC a 37°C durante 18 horas, las extracciones se realizaron de
acuerdo a las instrucciones de los fabricantes, adicionalmente, se realiz6 una nueva
extraccion teniendo en cuenta la sugerencia de los fabricantes en incrementar la

temperatura de los buffers de elucién.

La pureza y concentracion del DNA (BAC) fue evaluada por espectrofotometria
(260nm/280nm) (Sambrook et al., 1989), se uso6 el equipo (Nanodrop ND 2000 Thermo
Scientific). EI DNA (BAC) fue sometido a electroforesis en gel de agarosa a 0,8%,
corrido en una camara de electroforesis (Amersham biosciencies) a 100 V durante 50
minutos, el gel se tifid con bromuro de etidio y se visualizd6 en fotodocumentador

Kodak gel logic 1000 Imaging System acoplado a luz UVP.

7.3 Screening primario

Una vez estandarizado el proceso de extraccion de cromosoma artificial
bacteriano, se realiz6 la extraccion y amplificacion para genes PKS | y PKS I,
inicialmente en grupos de 96 clones, los grupos positivos se dividieron en 3 grupos
menores de 32 clones denominados (pools) (Figura 15) Galindo (2011); una vez
identificados los pools positivos, se realizé la extraccion y amplificacion de cada uno

de los clones que componen el pool.
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Figura 15. Esquema de extraccion de DNA plasmidial de cada una de las placas de
polipropileno.

Fuente: Adaptado y modificado de Galindo, 2011.

7.4  Amplificacion para deteccion de genes del sistema PKS 1y I

Para la amplificacion de los genes biosintéticos de moléculas policetonicas, se
utilizaron primers degenerados que se complementan a regiones conservadas de
genes que codifican a enzimas esenciales en la biosintesis de moléculas
policeténicas. Para los genes del sistema PKS | se usaron primers degenerados que
son complementarios a regidnes altamente conservadas del sitio activo de la enzima
asociado al sistema (Tabla 2) (Courtois et al., 2003). De igual manera, los primers de
genes biosintéticos del sistema PKS Il se detectaron por medio de la amplificacion de

la region conservada KSa. (Tabla 3) (Metsa-Ketela et al., 1999).
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Tabla 2. Secuencias de los primers degenerados que se utilizaron para la deteccién de
policétidos PKS de tipo I.

SECUENCIA REFERENCIA

5'- CCSCAGSAGCGCSTSTTSCTSGA-3'

5'- GTSCCSGTSCCGTGSGTSTCS-3' Curtois, et al., 2003
5- CCSCAGSAGCGCSTSCTSCTSGA-3’
5- GTSCCSGTSCCGTGSGCCTCSA-3’

Simbolo de los primers degenerados: S=CoG;Y=CoT;B=C,GoTyN=AT,Co
G.

Tabla 3. Secuencias de los primers degenerados que fueron utilizados para la

deteccién de policétidos PKS de tipo Il.

SECUENCIA REFERENCIA

5'- TSGCSTGCTTCGAYGCSATC-3' ‘ Metsa-Ketela et al., 1999
3'- TCGCCBAAGCCGCCNAAGGT-5' ‘

Simbolo de los primers degenerados: S=CoG;Y=CoT;B=C,GoTyN=A,T,Co
G.

Se estandarizaron en su totalidad las condiciones y concentraciones de reactivos
para la amplificacion por PCR de genes del sistema PKS | y (Curtois, et al., 2003 y
Metsa-Ketela et al., 1999 (Tablas 4 y 5), tanto para la amplificacion de los primers PKS

I'y Il. Las condiciones de amplificacion se describen a continuacion.
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Tabla 4. Protocolo inicial para estandarizacion de los genes PKS tipo | en

plasmidial.

PROGRAMA DE TERMOCICLADO

DESNATURALIZACION INICIAL
DESNATURALIZACION CiCLICA
ANILLAMIENTO INICIAL
EXTENSION INICIAL
ANILLAMIENTO CicLICO
EXTENSION CiCLICA

EXTENSION FINAL

95°C por 15 minutos
95°C por 1 minuto
65°C 1 minuto
72°C 1 minuto
62°C 1 minuto
1 minuto a 72°C

1 ciclo de extension final de 10 minutos.

CONCENTRACION DE LOS REACTIVOS

Concentracion inicial (Stock)
DNTP’s (Thermo Scientific 25mM)
Primers (Exxtend-100 mM)

DNA Polimerasa (Thermo Scientific 5
u/ul)

Buffer Para PCR (Thermo Scientific)

MgCl, (Thermo Scientific)
Volumen Final

Ciclos De Repeticion

Concentracion final de la reaccion
200 pM de dNTP (Thermo scientific)
0,4 uM de cada primer

2,5 U de Taq polimerasa (Thermo

scientific)

10 X (20 mM Tris-HCL pH 8,4; 50 mM
KCL)

2,5 mM de MgCl
50 L

30
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Tabla 5. Protocolo inicial para la deteccién PKS tipo Il en DNA total de suelo.

PROGRAMACION TERMOCICLADO

DESNATURALIZACION INICIAL
DESNATURALIZACION CICLICA

ANILLAMIENTO CICLICO DE LOS
PRIMERS

EXTENSION CICLICA

EXTENSION FINAL

96°C por 2 minutos
96°C por 1 minuto

anillamiento de 1 minuto con

temperaturas entre 56° C a 64 °C
1 minuto a 72°C
1 ciclo de extension final de 10 minutos.

30 Ciclos

CONCENTRACION DE LOS REACTIVOS

Concentracion inicial (Stock)
DNTP’s (Thermo Scientific 25mm)
Primers (Exxtend-100 Mm)

DNA Polimerasa (Thermo Scientific 5
u/ul)

Buffer Para PCR (Thermo Scientific)

MgCl, (Thermo Scientific)

Volumen Final

Concentracion final de la reaccion
1 mM de dNTP (Thermo scientific)
100 pM de cada primer

2 U de Taq polimerasa (Thermo

scientific)

10 X (20 mMTris-HCL pH 8,4; 50 mM
KCL)

2 mM de MgCl,

50 pL
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Tabla 6. Microorganismos usados en este estudio como controles positivos para
amplificacion de genes biosinteticos PKS I y I

Controles positivos que se usaron en la amplificacion.

MICROORGANISMOS CARACTERISTICAS DEL CONTROL

Streptomyces olindensis DAUFPE 5622 Productor de PKS tipo | y Il

Universidade Federal de Pernambuco

Streptomyces coelicolor A3-2 Lab De Productor de PKS tipo | y Il
Bioprodutos ICB-USP

7.5 Reaccion de secuenciacion.

Los productos amplificados y purificados incluyendo uno de los controles positivos
(S. olindensis), fueron secuenciados, en el centro de estudios de Genoma Humano de
la Universidad de Sao Paulo con un secuenciador ABI 3730 DNA Analyser (Applied
Biosystems 4849USA). Las reacciones de secuenciacion se realizaron utilizando
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit.

Andlisis bioinformatico

La edicion de las secuencias se realizO con el programa 4 peaks (1.7.1)
(Griekspoor & Groothuis, 2006). El alineamiento y la obtencion de la secuencia
consenso se verifico en el programa Chromas Pro 1.7.5; para el alineamiento multiple

se uso la herramienta Clustal W con el programa MEGA (5.01) (Tamura et al., 2011).

Para el analisis de similaridad, las secuencias de nucleétidos fueron comparadas
con la base de datos del GenBank, utilizando respectivamente los programas Blastn y

Blastx del centro Nacional de Informacion y Biotecnologia (NCBI).
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El &rbol filogenético se construyd con la version (5.01) del programa MEGA
(Tamura et al., 2011), se empled como estrategia de agrupamiento, el algoritmo de
Neighbor joining.

Para la comparacion de la estructura proteica se realizo un analisis bioinformatico
usando la base de datos predict protein (Yadav et al., 2003), de las secuencias
amplificadas asociadas al sistema PKS Il, tanto para la secuencia de origen
metagenomico como para el control positivo (S. olindensis) que corresponde a una
cetosintasa. Los sitios activos fueron analizados con el método propuesto por (Ofran y
Rost, 2007) que hace parte de la base de datos predict protein, y el modelamiento
molecular fue realizado con el programa Cn3D del NCBI basado en el blasx y PSI
Blast (Anexo 4) de las secuencias analizadas.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

El proceso de recuperacion de la biblioteca, se realiz6 por medio de la
visualizacién directa de sedimentacion en cada uno de los clones en placas de
polipropileno con medio fresco LBAC. No existié perdida de clones con respecto a la
biblioteca replicada en el afio 2009, sin embargo el nimero de clones es inferior a la
biblioteca original de 2004 con un total de 3456 de un total de 5000. Probablemente, el
tiempo de preservacion mayor a 5 afios sin verificacion continua, fue un factor
determinante en la disminucién de la tasa de viabilidad, y esta directamente
relacionada con las condiciones de crioproteccion y de los linajes bacterianos usados
en este estudio (Silva et al., 1992).

8.1 Extraccién de cromosoma artificial bacteriano pBAC OriV (~8kb)

El proceso de extraccién es una parte fundamental para el analisis genético y
molecular de una biblioteca, el principal inconveniente para ello, fue establecer el

protocolo de extraccién del vector con insertos cercanos a 50Kb.

La extraccion de DNA fue verificada por medio de espectrofotometria vy
electroforesis en gel de agarosa (Figura 16). Los valores de relacion de absorbancia a
260/280 fueron considerados 6ptimos, todas las muestras presentaron una relacion

cercana a 2 (Sambrook, et al., 1989).

Con relaciéon a la concentraciéon de DNA, se obtuvieron valores de 13 ng/uL
para el kit de Promega, 26,4 ng/uL para el Kit de Qiagen, 33ng/uL para el Kit de
Axygen y de 34,6 ng/uL para el Kit de Thermo; de forma general se consideraron

concentraciones bajas para proseguir con el screening.
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Se realizaron nuevas extracciones con modificaciones en la temperatura 'y en el
tampon de elucién, sin embargo, no se obtuvo un cambio significativo en la
concentracion. La causa de este resultado es atribuida a la posible persistencia del
vector en las columnas de los kits, en principio podria estar relacionada con el gran

tamario del inserto.

Figura 16. Extraccién de DNA plasmidial con diversos Kits comerciales. 1. Marcador |
Hindlll (Promega); 2-5. Clon 12A. Gel agarosa 0,8% pl/v, corrido en buffer TAE 1X a
5v/icm?; en una camara de electroforesis (Amersham biosciencies) tefiido en solucién

de 5ug/mL de bromuro de etidio.

Tamafio molecular x Hind 11 }\J Hind Il
(pb)

Teniendo en cuenta que la concentracién inicial fue muy baja, se opté por
realizar extraccion clasica usando el protocolo de extraccion de vectores de baja
escala (miniprep) propuesto por (Sambrook, et al., 1989), método que cuando
ensayado sin modificaciones no obtuvo buenos resultados, no se visualizé DNA en la
corrida electroforética e igualmente no fue detectable en el NANODROP 2000
(Thermo Scientific); por lo cual se realizaron modificaciones en el tiempo y velocidad
de centrifugacion, en etapas claves donde se observaron residuos en la extraccion

inicial, ademas todos los procesos se realizaron en bafio de hielo, y en la etapa de
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sedimentacion se usO una centrifuga refrigerada a 4°C (Eppendorf 5415R). La
precipitacion de DNA se incrementd por medio de la adicién e incubaciéon de etanol
absoluto durante 1 hora, esto incremento la estabilidad y facilité la obtencién del DNA
(Anexo 2). Como resultado, se obtuvo un DNA puro, con concentraciones que
oscilaron entre 2000 y 3400 ng/uL, igualmente se verificd los productos en gel de
agarosa al 0,8% (Figura 17).

Figura 17. Extraccion clasica de DNA plasmidial (modificado). 1. Marcador 1Kb plus
(Thermo scientific); 2-6. Clon 2A3F, clon 2A4E, clon 2A4F, Pool 2A, Pool 14B Gel
agarosa 0,8% plv, corrido en buffer TAE 1X a 5v/icm?; en una camara de electroforesis

(Amersham biosciencies) tefiido en solucién de 5ug/mL de bromuro de etidio.).

Pool Pool
1 Kb plus 2A3F 2A4E 2A4F oA 14A

Tamafo molecular
(pb)

20.000

10.000
7.000

4.000
3.000

2.000
1.500
1.000

Adicionalmente, se verificO el tamafio aproximado de algunos clones, retirando el
inserto por medio de la enzima Not I, segun el mapa de restriccion (Figura 18) del
vector pBAC oriV (~8kb) (Wild et al., 2002).
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Figura 18. Mapa de restriccion vector pBAC oriV (~8kb) (Wild et al., 2002).

Figura 19. Restriccion clones 1-4 2A1A 2A3F, 2A4E, 2A4F 5. Marcador | Hindlll
(Promega) Gel agarosa 0,8% p/v, corrido en buffer TAE 1X a 5v/cm? en una camara

de electroforesis (Amersham biosciencies) teiido en solucién de 5ug/mL de bromuro

de etidio.
2A1A 2A3F 2A4E 2A4F ?\. Hind I
. Tamano molecular
inserto
superi (pb)
perior a
23 Kb __23.130
pBAC oriV 416
(~8kb)
2322
—2.027
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8.2 Screening primario y amplificacion para deteccion de genes del sistema PKS 1y Il

Se estandarizaron y optimizaron condiciones de PCR para los sistemas PKS | y Il
primeramente en controles positivos, luego se utilizaron estas condiciones para los

clones que componen la biblioteca metagenémica.

8.2.1 PKS |

Los primers utilizados para la amplificacion de genes PKS | fueron disefiados por
Courtois y colaboradores (2003) que utilizaron regiones consenso para un grupo
amplio de firmicutes, estos primers fueron utilizados para realizar un screening en una

biblioteca metagenomica de origen ambiental.

Para este estudio se usaron inicialmente las concentraciones de reactivos y
condiciones de PCR, reportadas por Andrielli en 2006 y Massini en 2009, para otras
bibliotecas construidas con amplificados de DNA total, cercanos a 700 pb; sin
embargo, para la biblioteca con insertos cercanos a los 50 Kb de este estudio, no se
logré6 amplificacion, por lo cual se realizé la optimizacion de las concentraciones y
condiciones de PCR, inicialmente con controles positivos para este sistema en

bacterias del genero Streptomyces.

Se realiz6 la amplificacion por PCR, usando gradiente de temperatura con 6
temperaturas de anillamiento, en las bacterias S. olindensis y S. avermitilis,
adicionalmente a las condiciones del termociclador (Tabla 8), el mix de reaccién
incluyo 7% de DMSO (Figura 20).
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Tabla 7. Protocolo estandarizado para la deteccion de PKS tipo | en bibliotecas de

insertos cercanos a 50 kb.

PROGRAMACION TERMOCICLADO

DESNATURALIZACION INICIAL
DESNATURALIZACION CICLICA
ANILLAMIENTO INICIAL
EXTENSION INICIAL
ANILLAMIENTO CicLICO
EXTENSION CICLICA

EXTENSION FINAL

95°C por 15 minutos
95°C por 1 minuto
65°C 1 minuto
72°C 1 minuto
62°C 1 minuto
1 minuto a 72°C

1 ciclo de extension final de 10 minutos.

CONCENTRACION DE LOS REACTIVOS

Concentracion inicial (Stock)
DNTP’s (Thermo Scientific 25mM)
Primers (Exxtend-100 mM)

DNA Polimerasa (Thermo Scientific 5
u/ul)

Buffer Para PCR (Thermo Scientific)

MgCl, (Thermo Scientific)
Volumen Final

Ciclos De Repeticion

Concentracion final de la reaccién
1 uM de dNTP (Thermo scientific)
100 pM de cada primer

2,5 U de Taq polimerasa (Thermo

scientific)

10 X (20 mMTris-HCL pH 8,4; 50 mM
KCL)

2,5 mM de MgCl
50 yL

30
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Figura 20. Amplificacion PKS | Streptomyces olindensis. 1. Marcador 1Kb plus (Life
technologies); 2-7. Gradiente Temperatura 58° a 66°. Gel agarosa 1% p/v, corrido en
buffer TAE 1X a 5v/cm? en una camara de electroforesis (Amersham biosciencies)

tefiido en solucion de 5ug/mL de bromuro de etidio.

1 Kb
Tamaﬁ? rE)oIecuIar plus 58° 59° 60° 61° 620 63° 64° 65° 66°
p i

Segun la figura 20, las temperaturas ideales de amplificacion se encuentran entre
63 y 66°C; estas temperaturas fueron la base para amplificar los grupos de clones en
la biblioteca.

Se realizé extraccion de DNA y amplificacion por PCR en los grupos de 32 clones
pools, con las condiciones optimizadas para los controles positivos. La amplificacion
con las temperaturas base, Unicamente fue positiva para los controles S. olindensis y
S. avermitilis; este resultado conllevd a que se realicen nuevas variaciones en la
reaccion de PCR para el DNA templete proveniente de cada uno de los grupos de
clones. Se comenzd con un gradiente con temperaturas de 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67, y 68°C, ademas se incluyeron reacciones conteniendo PCR Master Mix
(Promega) y Platinum® PCR SuperMix (invitrogen) (Tabla7). En todos los casos,
Unicamente amplificé el control positivo, por ello, se consideré que la biblioteca no

presentaba clones positivos para genes del sistema PKSI.
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Las posibles hipotesis que pueden explicar el porque no se detectaron clones
positivos en el Screening de PKS son:

La pérdida de clones de la biblioteca construida en 2004 con un namero inicial de
clones de 5000, a la biblioteca actual que cuenta con 3456 clones, este numero
representa una pérdida considerable de viabilidad del 30,88%. Los factores
determinantes como conservacién, manipulacion o estabilidad de los linajes
hospederos son importantes en el mantenimiento de la viabilidad de este tipo de

colecciones bioldgicas.

Como toda disciplina, la metagendémica tiene algunas dificultades; una de las mas
importantes es la ausencia de estandarizacion en las metodologias de protocolos de
extraccion de DNA que varian en sesgos Yy eficiencia, se usan diferentes volimenes de
muestra y varia mucho en el numero de células por muestra, calidad y cantidad de
DNA total utilizado en el ensamblaje de bibliotecas, por lo que la comparacién
confiable entre metagenomas actualmente es dificil (Raes et al, 2007), ademas la
aplicacion de metodologias moleculares como: extraccion, purificacion, amplificacion
por PCR, clonaje y secuenciacion de DNA en estudios que son independientes de
cultivo de microorganismos, presentan algunas limitaciones, y la mayoria esta
asociada a la obtencién directa de DNA ambiental (Theron & Cloete, 2000; Kirk et al.,
2004;). La lisis desigual de bacterias Gram-positivas y Gram negativas durante los
procesos de extraccion de DNA y la perdida de material genético durante los procesos
de purificacion de DNA ambiental, co-extraccion de compuestos considerados como
“inhibidores enzimaticos” como acidos organicos, son una de las principales
dificultades inherentes del abordaje de las técnicas independientes de cultivo (Lorenz
et al., 2002; Tringe & Rubin, 2005).

Courtois y colaboradores en 2003 construyeron una biblioteca metagenémica
usando como vector Césmidos, el trabajo da como resultado 11 clones positivos que

presentan sistemas génicos PKS tipo I, de un total de 5000 clones.

Ginolhac y colaboradores en 2004, construyeron una biblioteca metagendmica
usando como vector fosmidos, con un total de 100.000 clones, de los cuales se
detectaron 40 clones con secuencias ya publicadas en las bases de datos y 23 clones

con secuencias nuevas que fueron incluidas en el andlisis de ese estudio.
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Van Elsas y colaboradores en 2008, construyeron una biblioteca usando DNA total
de suelo, como vector usaron fosmidos, la biblioteca estaba compuesta por 15.000
clones, el objetivo del trabajo fue realizar un Screening de policétidos tipo |, con la
finalidad de rastrear compuestos bioactivos contra Rhizoctonia solani. Como resultado,
los autores encontraron 3 clones positivos de este tipo, lo cual corrobora que existe un

namero considerablemente bajo con respecto al nimero total de clones.

Parsley y colaboradores en 2010, buscando genes relacionados con la sintesis de
policétidos, a partir de una biblioteca de 10.000 clones, lograron obtener 34 clones
positivos por la técnica de Southern Blot, estos clones no fueron detectados por la
técnica tradicional de PCR, esto indicaria que es importante establecer mas de una
metodologia de screening para bibliotecas, Parsley incluye rastreo con macroarrays
obteniendo resultados similares a los de Southern Blot.

La ausencia de fragmentos amplificados de sintasas de policeténicos de tipo I,
pudo haber ocurrido por la baja representatividad de este gen en el DNA total de
suelo. O con respecto a otros trabajos puede significar que este tipo de genes
biosinteticos esta en muy bajas proporciones en los ambientes terrestres debido al
nimero muy bajo de clones positivos de un total de miles de clones como se

demuestra en algunos trabajos previos.

8.2.1 PKS I

Los primers utilizados para la amplificacion de genes PKS Il fueron disefiados por
Metsa- Ketela y colaboradores (1999) que utilizaron regiones consenso de este
sistema para Actinobacterias. Inicialmente fueron usadas las concentraciones y
condiciones de PCR reportadas por Andrielli en 2006, y Massini en 2009, para
bibliotecas construidas con amplificados de este sistema, que constaban de insertos
no mayores a 700 pb; sin embargo para la biblioteca de este estudio, con insertos
cercanos a los 50 Kb no se logré amplificacion, por lo que fue necesario modificar las
concentraciones y condiciones de PCR, usando para su estandarizacion solamente

con controles positivos para este sistema en bacterias del genero Streptomyces.

Se utilizaron los controles positivos S. olindensis y S. coelicolor para la

estandarizacion por PCR. Se realizo un gradiente con 6 temperaturas de anillamiento
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(Figura 20); la desnaturalizacion inicial (hot start) se modifico a 5 minutos, ademas el

mix de reaccion incluyo 5% de DMSO.

Tabla 8. Protocolo estandarizado para la deteccion de PKS tipo Il en bibliotecas de

insertos cercanos a 50 kb .

PROGRAMA TERMOCICLADO

DESNATURALIZACION INICIAL
DESNATURALIZACION CiCLICA

ANILLAMIENTO CICLICO DE LOS
PRIMERS

EXTENSION CICLICA

EXTENSION FINAL

95°C por 5 minutos
95°C por 1 minuto

anillamiento de 1 minuto con

temperaturas entre 56° C a 64 °C
1 minuto a 72°C

1 ciclo de extension final de 8,5 minutos.

CONCENTRACION DE LOS REACTIVOS

Concentracion inicial (Stock)
DNTP’s (Thermo Scientific 25mM)
Primers (Exxtend-100 mM)

DNA Polimerasa (Thermo Scientific 5
U/ul)

Buffer Para PCR (Thermo Scientific)

MgCl, (Thermo Scientific)
Volumen Final

Ciclos De Repeticion

Concentracion final de reaccion
1 mM de dNTP (Thermo scientific)
100 pM de cada primer

2 U/uL de Taq polimerasa (Thermo

scientific)

10 X (20 mMTris-HCL pH 8,4; 50 mM
KCL)

2,5 mM de MgCl
25 yL

30
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Figura 21. Amplificacion PKS Il Streptomyces coelicolor. 1. Marcador 1Kb (Thermo
Scientific); 2-7. Gradiente Temperatura 56° a 66°. Gel agarosa 0,8% p/v, corrido en
buffer TAE 1X a 5v/cm? en una camara de electroforesis (Amersham biosciencies)

tefiido en solucion de 5ug/mL de bromuro de etidio.

Tamafno molecular 1 Kb 56° 58° 60° 62° 64° 66°
(pb)

10.000
8.000

En las condiciones presentadas ocurri6 amplificacion de DNA gendémico de los
controles positivos S. coelicolor y S. olindensis, se concluy6 que la mejor temperatura
de anillamiento es 62°C, temperatura en la cual la el DNA presenta mayor nimero de
copias y por lo tanto 6ptima para evaluar los clones de la biblioteca metagendémica.

Se utilizaron las condiciones de PCR estandarizadas y optimizadas para S.
coelicolor y S. olindensis. Para realizar el screening en la biblioteca se amplifico el
DNA extraido en conjuntos de 96 clones. En el screening inicial fueron detectadas un
total de tres placas de 96 clones positivas (2, 3, 14), la cual se dividié en tres partes
formado pools de 32 clones (Figura 15), se obtuvieron un total de cuatro pools que en
primera instancia se consideraron positivos (2A, 3C, 14A y 14B) (Figura 21).
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Figura 22. Amplificacion PKS II . 1. Marcador 1Kb (Thermo scientific); 2. Pool 2A; 3.
Pool 3C; 4. Pool 14A; 5. Pool 14B; 6. Control negativo E. coli 7. Control Positivo S.
olindensis. Gel agarosa 0,8% p/v, corrido en buffer TAE 1X a 5v/icm?;, en una camara
de electroforesis (Amersham biosciencies) tefiido en solucién de 5ug/mL de bromuro

de etidio.

Pool Pool Pool Pool C- C+

1 Kb 2A 3C 14A 14B E. coli S. olindensis
Tamafo molecular

(pb)
10,000
8.000
6.000
5.000

4.000
3.500

3.000
2.500

2.000

1.500

1000

750

500

250

Para mejorar la amplificacion de la banda de 600 pb, e intentar eliminar
inespecificidad en la amplificacion, se realizé un gradiente con variante de 4°C a partir

de la Tm de los primers de PKS Il (Figura 22).
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Figura 23. Amplificacion PKS Il clon 2A4F. 1. Marcador 1Kb (Thermo scientific); 2-7.
Gradiente Temperatura 56° a 64°C. Gel agarosa 0,8% p/v, corrido en buffer TAE 1X a
5v/icm?; en una camara de electroforesis (Amersham biosciencies) tefiido en solucién

de 5ug/mL de bromuro de etidio.

Tamario molecular S. olindensis
(pb) 1Kb 56° 57° 58° 59° 60° 61° 62° 63° 64° C+ 62°

10.000
8.000
6.000

La menor cantidad de bandas se obtuvo en la temperatura de 58°C, para los
analisis en clones individuales, esta temperatura fue establecida como padron para
realizar las amplificaciones en la siguiente parte de la biblioteca. De los pools 2A, 3C,
14A, y 14B que inicialmente se consideraron positivos, Unicamente el pool 2A con la
modificacion de temperatura aplicada a los clones, concuerda con el tamafio molecular
del control positivo S. olindensis y S. avermitilis. Se realiz6 el screening individual de
este pool y se encontraron 3 clones positivos denominados 2A3F, 2A4E, 2A4F. Para
realizar el proceso de secuenciacion de los amplificados, se realiz6 la remocion de la
banda con el tamafio molecular deseado, por medio del kit de extraccion para gel de
agarosa (illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit).

La secuencia control S. olindensis presenté una similaridad del 100% de una
Cetosintasa CosB de S olindensis por lo cual se demuestra que el control positivo esta
correcto. Las secuencias de los amplificados en los clones tienen una similaridad del
99% con el componente F de una enterobactin sintasa de Clonorchis sinensis, también
presentaron una similaridad del 99% con una péptido sintetasa de Shigella flexneri.
Las péptido sintetasas fueron descubiertas en Actinomicetos que incluye vias
relacionadas con la biosintesis de los grupos de antibiéticos como: ansatrienina (Chen
et al., 1999) y los de la vancomicina, cloroeremomicina bleomicina (Shen et al., 2001)
y Estreptomicina (Fernandez-Moreno et al., 1997).
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Estas enzimas pertenecen a un grupo de moléculas denominados péptidos no
ribosomales y son catalizados por enzimas sintetasas (NRPSs), estas moléculas
generalmente presentan una gama extremadamente amplia de actividades bioldgicas,
en ocasiones con aplicacion farmacoldgicas (Turgay et al., 1992 ; Stauton &
Weissman, 2001) A menudo son: toxinas, sideroforos, pigmentos, antibiéticos,
citostéticos, inmunosupresores (la mayoria son de uso comercial). Los Péptidos no
ribosomales, son una clase de moléculas, por lo general producidas por
microorganismos y en ocasiones se encuentran en organismos superiores, tales como
nudibranquios, pero se cree que estdn hechas por bacterias dentro de estos

organismos (Neilands, 1995).

Los péptidos no ribosomales (NRPSs) y los policétidos (PKS) comparten el
mismo patrén biosintetico por medio de las enzimas sintetasas y sintasas (liasas), que
constan de mddulos con ciertos dominios obligatorios o nucleo (suplementario para la
adicién de cada unidad de péptidos o malonil CoA y un nimero variable de dominios
opcionales y enzimas responsables de la modificacion del péptido o la columna
vertebral del policétido. EI modulo de nucleo consiste, en un dominio de aciltransferasa
(AT) para la seleccion y extension de unidad de transferencia, una proteina portadora
de acilo (ACP) y un extensor de la enzima cetoacil sintasa (KS) en el dominio que
tiene la funcion de condensacion descarboxilativas. Durante la biosintesis, la cadena
en crecimiento permanece unida de forma covalente a la enzima y al llegar a su
longitud completa, una tioesterasa (TE) cataliza el dominio de liberacion de los NRPS
y PKS como productos. Los segmentos de la cadena polipeptidica de todos estos
dominios se conocen como enlazadores y se ha demostrado que establecen la
comunicacion funcional entre y dentro de los médulos (Gokhale & Khosla, 2000; Du &
Chen, 2001).

Para establecer cual es la relacion que tienen las secuencias obtenidas de los
clones de origen ambiental con las obtenidas en las bases de datos, se realiz6 un

andlisis filogenético usando el parametro de Neighbor joining:
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Figura 24. Arbol de las secuencias genicas proveniente de los clones, control positivo
(S. olindensis) comparacion con secuencias de las bases de datos. La escala indica el
grado de similaridad. El arbol construido usando andlisis Neighbor joining con el
programa MEGA 5.

0.0000
0.00¢8bIEGJ91570.11Shigella flexneri Peptido sintase
8 blGAA58101.11 Clonorchis sinensis enterobactin sintase
0.0044
06707 2A3F clone
[2A4F clone
2A4E clone

0.2132

0.6784

|KC234936.1| S45 13 putative type Il PKS ketosynthase alpha subunit gene partial cds
|KC227904.1| C2 15 putative type Il PKS ketosynthase alpha subunit gene partial cds

|AB269709.1| Streptomyces aureofaciens gene for ketosynthase partial cds strain: NBRC 14002
|M33704.1|STMCURA Streptomyces curacoi CurD gene partial cds CurC and CurA genes complete cds and CurB gene partial cds

0.5652

0.3824
0.3857

|AB269726.1| Streptomyces viridochromogenes subsp. sulfomycini gene for ketosynthase partial cds strain: NBRC 13830 clone: 2

0.3960 0.6104

Streptomyces olindensis CosB (Controle)
0'0008t:;]CF’002291.1| Escherichia coli P12b Enterobactin sintase
00p0
0.6104 gb|CP000948.1| Escherichia coli str. K12 Aminoacid adenilation
06 04 02 0.0

El arbol muestra que las secuencias proveniente de los clones, estan
relacionadas con la enterobactin sintasa de Shigella flexneri y la péptido sintetasa de
Clonorchis sinensis. Las secuencias que codifican este tipo de enzimas se
caracterizan por tener de 15 a 34 residuos de aminoacidos en su secuencia y un
considerable nimero de lisinas o argininas (Piers et al., 1993; Peschel & Sahl, 2006).
Ciertos microorganismos llevan a cabo la sintesis de este tipo de péptidos realizando
ensambles consecutivos de aminoacidos, a través de un complejo enziméatico
multifuncional tipo sintetasa (Catalizan la unién carbono-nitrogeno). La enzima
contiene dominios, que tienen la capacidad de reconocer un residuo, activarlo,
modificarlo si es necesario y agregarlo a la cadena peptidica naciente. Este
mecanismo basico da como resultado una gran variedad de productos peptidicos y
puede llegar a contener residuos inusuales L-D aminoacidos (Hancock, 1997;

Oppermann-Sanio & Steinblchel, 2002).

Debido a que las conformaciones moleculares que codifican estas secuencias de
origen metagendmico, pueden variar con respecto a la secuencia control PKS II, se
realizé un analisis bioinformatico para evaluar si existen variaciones en su estructura,

composicién y conformacion:
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Figura 25. Composicion de aminoacidos enzima control S. olindensis (aminoacidos:

Anexo 3) Fuente: Predict Protein (https://www.predictprotein.org/ acceso 5-09-2013).

Estructura secundaria Accesibilidad
Cadena Medianamente
expuesto
Hélice Bucle No expuesto

Expuesto

oAl 136 WCI16 WDiB3 WE GBI WFR1E
WG B4 WH52 L3I WK1E %WLTE
TaM:26 WM 3T WP 5B 11 WR:T.8
W3:63 WT:58 WVTE W 00 %WY:3.7

Figura 26. Composicion de aminoacidos enzima de origen metagenomico
(aminoacidos: Anexo 3) Fuente: Predict Protein (https://www.predictprotein.org/ acceso
5-09-2013).

Estructura secundaria Accesibilidad

Medianamente
Cadena expuesto

Expuesto

Hélice Bucle No expuesto

YA 124 WC1.2 WD:53 WE SE WF 36
WEGEE WH: 21 Wlh4d4 K22 WLI1T
M 24 WN22 WPT3 WQre2 WRi54
%S5:50 W60 WNV:E63 WW 16 %Y:22
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Las diferencias de estructura secundaria muestran que existe una variacion
importante en la solubilidad de la enzima de origen metagendmico, la mayor parte de
la molécula es menos soluble con respecto a la cetosintasa del control positivo (S.
olindensis), una de las probables razones es que la enzima de origen metagenémico
posee 6,2% del aminoacido glutamina (Q), frente al 1,1% de la proteina control
cetosintasa. Los amino&cidos Serina (S) y glutamina (Q) se comportan como
donadores o aceptores de enlaces de hidrogeno; ademas, si los protones amida o los
carbonilos del armazoén polipeptidico no estdn implicados en el enlace peptidico,
pueden interaccionar también en este tipo de uniones estabilizadoras (Mathews et al,
2002).

8.3 Modelamiento molecular y sitios de unién

En la Figura 27 y 28 se observa una clara diferencia en los sitios de union de las
proteinas, esto demuestra que la catalisis y el sustrato que se acopla a cada una de
las enzimas es diferente, se puede deducir que efectivamente el gen secuenciado en
este estudio codifica una enzima con variaciones importantes y que posiblemente
puede estar relacionada en las rutas de sintesis de proteinas de origen no ribosomal

como policetidos.
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Figura 27. Sitios de union en la proteina control cetosintasa

5I2 194 158 QIEIE 280 3‘!2 31;:‘4 418 458 5%0 5;2 62I4 G]I"G ?%E ]"IECI 3?2
1 T T T L] T T T L] T T T T T T T T 888
¢ o ® ¢ @ ¢ <@ ¢ ¢ W 00 OF O O0® ¢
I [l I [ 1 | I I I U e
Figura 28. Sitios de union en la proteina de origen metagenémico
‘II1 ZIZ 3I3 4I4 EIG GIG ?I? EIE QIQ 110 1?1 1?2 113 'I.'I54 'II;:‘G 1]:6
1 T T T T T T T T T T T T L] L] L] L] 19
@ ¢ ¢ S O ¢ O ¢ ¢ & Qo 00 00 @
[ | [ 1] I I LTl
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Para conocer mejor cuales son las implicaciones a nivel bioquimico y de sintesis
a partir del DNA de origen metagendmico, este puede ser expresado directamente en
un vector y hospedero adecuado como Streptomyces, que permitiria caracterizar a
profundidad el producto final; como también implementar estrategias de manipulacion
genética y biosintesis combinatoria, para obtener metabolitos secundarios hibridos a
partir de la clonacion de genes biosintéticos funcionales de origenes diferentes (Figura
29) (Hopwood, 2004); Esta técnica es de mucha utilidad en la sintesis de compuestos
policetonicos andlogos como los observados en S. cellulosum productor de
ambruticuna (Julien et al., 2006).

Figura 29. Recombinaciéon homologa de fragmentos de origen diferente

DNA receptor

Intercambio de cadenas

Formacion final DNA recombinante
Fuente: Madigan et al, 2011.

La deteccién por PCR de sintasas tipo I, fue empleada recientemente para
amplificar DNA de poblaciones mixtas obtenidas directamente de suelos (Wawrik et al,
2005) En este estudio los autores revelan alta diversidad de estas enzimas, y
presentan similaridad a secuencias involucradas en la biosintesis de antibi6ticos

derivados de anguciclinas, como cimociclinona, pradimicina y jasomicina.
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La estrategia de amplificacion de genes biosinteticos como cetosinasas
pertenecientes a sistemas de policetidos de tipo I, puede ser utilizada como una gran
ventaja para la descubierta de nuevas moléculas, a partir de genes obtenidos

directamente del ambiente como ocurre en los suelos.

Para las amplificaciones de PCR tipo | y Il, fue estandarizado un protocolo
dirigido a la deteccion de este sistema en DNA proveniente de poblaciones
microbianas de origen ambiental. Asi se demostré6 que las condiciones de
amplificacion empleadas en la PCR, fueron adecuadas para el rastreo de estos
sistemas en insertos clonados en vectores como los BAC (cromosoma artificial

bacteriano).
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9.CONCLUSIONES

La biblioteca metagenomica de suelo Atlantico Brasilero, constituida por 5000
clones, usando como vector pBAC oriV e insertos aproximados a los 50 kb, no
presenta clones asociados al sistema PKS |, probablemente la perdida de viabilidad
(30%) fue un factor importante de ser considerado en este evento; ademas los
estudios anteriores de screening de policetidos tipo | han reportado un numero muy
bajo de clones con respecto a la totalidad que componen la biblioteca; lo que
demuestra que este tipo de genes se encuentra en una proporcion baja en los
ecosistemas terrestres.

La biblioteca metagendmica proveniente de suelo Atlantico Brasilero presenta
genes relacionados con la biosintesis de policétidos del grupo de los péptidos no
ribosomales, con variantes importantes con respecto a la cetosintasa de S. olindensis.
Posiblemente estas variaciones en la secuencia de origen metagendmico forman parte

de rutas de biosintesis de otros metabolitos secundarios.
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10. RECOMENDACIONES

Construir una biblioteca con un vector de mayor replicacion como césmidos o
fosmidos, para optimizar y agilizar la extraccion de DNA plasmidial; debido a que los
cromosomas artificiales generalmente presentan un numero bajo de copias por célula

hospedera.

La construccion de una biblioteca metagendmica debe ser realizada siguiendo
un estricto protocolo de monitoreo permanente y sistematico de la viabilidad celular de

los clones.

Complementar el Screening de genes basado en amplificacion por PCR, usando

tecnologias de hibridacion como Microarrays, Macroarrays o Southern blot.

Caracterizar totalmente los clones positivos, para establecer si existen regiones

préximas a las detectadas que estén asociadas con rutas de biosintesis completas.
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Anexo A

Protocolos de extraccion de DNA usados por Massini 2004, para la construccién de la

libreria

12. ANEXOS

Método de
Extraccion

Resultados de la
Extraccion

Método de
Purificacion

Test de
amplificacién

Utilizaciéon de
PVPP + Bead-
beater velocidad
de. 4, 30 s, con
perlas de vidrio 0,5
mM.

Fragmentos de
DNA de todas las
muestras de suelo
entre ~15 a 20kb.

Las muestras
presentaron
coloracién marrén y
no fueron
purificadas.

Lisozima + bead-
beater:

velocidad de
5, 30 s, perlas de
vidrio 1,0 mM.

Fragmentos de
DNA entre 6 y 20
kb,

aproximadamente.

Las muestras
presentaron
coloracion marron y
no fueron
purificadas

PVPP + Lisozima +
bead-beater
velocidad de 4, 20
s, perlas de vidrio
1,0 mM.

DNA de menor
calidad que los
métodos anteriores

Recuperacién  de
DNA a partir de
escision de la
banda en gel de
agarosa 0,8%.

CTAB + Poca cantidad de | Las muestras no
proteinasa K+ | DNA, fue mayor en | fueron purificadas.
bead-beater 0 | la extraccion con
shaker. shaker, sin
embargo se
degrado
Lavado con | El DNA estaba
soluciéon y tampon | degradado

fosfato+ CTAB +
proteinasa K
(shaker) protocolo
segun Zhow
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Protocolo segun | DNA  de bajo | Las muestras
Zhow + Nycodens | tamafio molecular | presentaron
entre ~15 y 20kb. coloracién marrén y
no fueron
purificadas
Método de | Resultados de la | Método de | Test de
Extraccion Extraccion Purificacién amplificacion
Protocolo DNA ~25kb. El DNA fue | No fueron
modificado de purificado utilizado | amplificadas
Zhow el kit GFX PCR:
DNA and gel
band
purification
(Invitrogen). El
DNA de bajo
tamaino
molecular. se
fragmento
Protocolo DNA ~25kb. Fue realizado el | No fueron
modificado segun protocolo de | amplificadas
Zhow electroeluicion en
gel de agarosa.
Poca cantidad de
DNA vy algunas
muestras se
degradaron.
Protocolo segun | DNA ~25kb. Dos purificaciones | No fueron
Zhow modificado sucesivas, siendo | amplificadas
una con protocolo
de electroeluicion y
modificacion en el
proceso de
precipitacion de
DNA.
Protocolo segun | DNA en gran | Dos purificaciones | Las muestras
Zhow modificado + | cantidad. DNA con | sucesivas, siendo | fueron digeridas
adicion de | fragmentos de | una con protocolo | con Hind Ill. No
guanidina 0,01M en | 30kb. de electroeluicion y | hubo digestion

el tampoén de

extraccion .

modificacion en el
proceso de
precipitacion de
DNA. ElI DNA fue
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purificado utilizado
el kit GFX PCR:
DNA and gel
band
purification
(Invitrogen).

Método de | Resultados de la | Método de | Test de
Extraccién Extraccién Purificacion amplificacién

Protocolo segun | Ocurrié Fue realizado el | Las muestras
Zhow con extraccion protocolo de | fueron digeridas
modificaciones de DNA en | electroeluicion en|con la enzima

en el proceso | gran cantidad. DNA | gel de agarosa. El | BamHI. No hubo
de precipitacion | con fragmentos de | DNA de bajo | digestion

de DNA 30kb. tamafio
molecular. se
fragmento
Gradiente de | No hubo extraccion
nycodenz de DNA
Extraccion de DNA | DNA  de baja Fueron realizadas
utiizando el kit | calidad digestiones:
Ultra clean Mega solamente con la
Soil DNA de MoBio enzima BamHI vy
con la enzima
EcoRl e
No hubo digestion
con EcoRl
Extraccion de DNA | DNA con Amplificado con
utilizando el kit | coloracion mas primers 16S DNAr
Ultra clean Mega | clara. DNA con y hubo digestion
Soil DNA de MoBio | tamafio de ~ 50kb. con la
con modificaciones
enzima Hindlll.

en los pasos de
lavadoy paso por
la columna (2X)

Fuente: Adaptado de Massini, 2009

87




Anexo B

Protocolo de miniprep de DNA plasmidico usando el protocolo modificado de lisis
alcalina

Crecer la bacteria de interés, en 2 a 5 ml medio LB con el antibi6tico de seleccion por
toda la noche con agitaciéon a 37°C.

1. Transferir la solucibn de bacterias para un microtubo, centrifugar en
microcentrifuga (13000-16000) por 10 minutos, y descartar la solucion sobrenadante.
2. Resuspender el pellet en 200 pl de la Solucion I, (vortex). Mantener por 10
minutos a temperatura ambiente.

3. Adicionar 200 pl de la Solucién Il. Mezclar por inversién. Incubar en hielo por 5
minutos.

4.  Adicionar 150 pl de la solucién Ill. Mezclar por inversién. Incubar en hielo por 5
minutos.

5. Microcentrifugar a 4°C por 5-10 minutos (13000-16000) (hasta que el pellet
quede sélido).

6. Tomar la solucibn sobrenadante (contiendo el DNA plasmidial) para otro
microtubo Eppendorf.

7.  Adicionar 500 ul de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), (vortex), y
centrifugar por 5 minutos (13000-16000) 4°C .

8. Colectar la fase superior acuosa y transferir para un tubo de microcentrifuga
nuevo.

9.  Adicionar al tubo 500 ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), mezclar con
vortex, y centrifugar (13000-16000) 4°C por 10 minutos. Colectar la fase acuosa
superior e transferir para un tubo de microcentrifuga.

10. Adicionar 1 ml de etanol absoluto (100%), Mezclar por inversién, e incubar a -

200C por lo menos 1 hora.

11. Centrifugar el DNA por 5 minutos en una microcentrifuga (13000-16000) 4°C.
Decantar el etanol y adicionar 500 ul de etanol 70%. (Vortex) y centrifugar por 5
minutos. Decantar el etanol y secar el pellet al aire, desecador o concentrador

12. Resuspender el DNA en 50 pl de 1 mM Tris-HCI, 0,1 mM Na2-EDTA (TE), o
Agua milig con 50 Og/ml RNAsa A.
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SOLUCIONES

Solucion I:

Componente Concentracién Final
Glucosa 50 mM glucosa
Tris-HCI 1 M, pH 8,0 25 mM Tris-HCI, pH 8,0
EDTA, 0,5 M, pH 8,0 10 mM Na,-EDTA

Agua mQ destilada
Autoclavar por 20 minutos a 121°C
Almacenar a 4°C

Solucion II:

Componente Concentracion Final
NaOH 1N 0,2 M NaOH
SDS 10% pl/v 1,0% SDS

Agua mQ destilada

Solucién de uso inmediato; no autoclavar

Solucion ll:
3 M acido acético, pH 5,5
10 mM Tris-HCI, pH 8,0

1 mM Na,EDTA, pH 8,0
Autoclavar

Adicionar RNAsa A concentracion final de 50 (1g/ml.

RNAsa:
Tradicional (Sambrook et al., 1989)

RNAse pancreética (RNAse A) comercial debe ser disuelta a una concentracion de 10
mg mi™* en acetato de sodio 0,01 M (pH 5,2), seguido de incremento de temperatura a
100°C por 15 minutos. Después bajar lentamente la temperatura, ajustar el pH con 0,1

volimenes de 1 M Tris-HCI pH 7,4. Mantener congelado el stock a —20°C.
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RNAse A Sigma (R6513)
Disolver la RNAsa a una concentracion de 10 mg ml™* en 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 15
mM NacCl.

MEDIOS DE CULTIVO

LB (L broth)
10 g Bactotriptona

10 g NaCl

5 g extracto de levadura

Completar el volumen para 1 litro con agua destilada. Ajustar o pH para 7,0 con
NaOH.
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Anexo C

Secuencia (Query) (predict protein database (https://www.predictprotein.org/ acceso 5-
09-2013).

Cetosintase

>query
RATSPNNDDP EHASRPFDAH RDGFVMGEGS AVLVLEELEH ARARGAHVYC
EIRGYATFGN AYHMTGLTSE GLEMARATDT ALGQARLDPS LIDYWNAHGS
GTRONDRHET AAVKRSLGAH AYDTPMSSIK SMVGHSLGAI GAIEVVACVL
ALAHRVVPPT ANYETPDPEC DLDYVPRTAR PRELANVLSY G

Secuencia origen metagendémico

»>query
MSIEILANKQ RYDEPTLIQH AERLKMLIAQ FAADPALLCG DVDIMLPGEY
AQLAQINATQ VEIPETTLSA LVAEQAAKTP DAPALADARY LFSYREMHEQ
VVALANLLRE RGVKPGDSVA VALPRESVFLT LALHAIVEAG AAWLPLDTGY
PODRLKMMLE DARPSLLITT DDQLPRFSDV PNLTNLCYNA PLTPQGSAPL
QLSQPHHTAY IIFTSGSTGR PKGVMVGOTA TWVNRELLWMON HYPLTGEDWVV
AQKTPCSFDYV SVWEFFWPFI AGAKLVMAEP EAHRDPLAMQ QFFAEYGVTT
THFVPSMLAA FVASLTPQTA RQSCVTLKQY FCSGEALPAD LCREWQOLTG
APLHNLYGPT EAAVDVSWYP AFGEELAQVR GSSVPIGYPY WNTGLRILDA
MMHPYPPGYA GDLYLTGIQL AQGYLGRPDL TASRFIADPF APGERMYRTG
OVARWLDONGA VEYLGRSDDQ LKIRGOQRIEL GEIDRVMQAL PDVKQAVTHA
CVINQAAATG GDARQLVGYL VSQSGLPLDT SALQAQLRET LPPHMVPVVL
LOLPQLPLSA NGKLDRKALP LPELKAQAPG RAPKAGSETI IAAAFASLLG
COVODADADF FALGGHSLLA MKLAAQLSRQ FARQVTPGQV MVASTVAKLA
TIIDGEEDSS RRMGFETILP LREGNGPTLF CFHPASGFAW QFSVLSRYLD
POWSITIGIOS PRPHGPMOQTA TNLDEVCEAH LATLLEQQPH GIAARLRARG
EQVAFLGLLD TWPPETQNW(Q EKEANGLDPE VLAEINRERE AFLAAQQGST
STELFTTIEG NYADAVRLLT TAHSVPFDGK ATLFVAERTL QEGMSPERAW
SPNIAELDIY RQDCAHVDII SPGAFVKIGP IIRATLNR
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PSI BLAST (Predict protein database (https://www.predictprotein.org/ acceso 5-09-
2013).

Secuencia Cetosintasa S. olindensis
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Secuencia de origen metagenémico

93



94



Anexo D Cédigo genético

Aminoacido| Abreviatura | Abreviatura Codones
(3 letras) (1letra)

Acido Asp D GAC GAU

Aspartico

Acido Glu E GAA GAG

Glutamico

Arginina Arg R CGA CGC CGG cau
AGA AGG

Lisina Lys K AAA AAG

Asparagina Asn N AAC AAU

Histidina His H CAC CAU

Glutamina GIn Q CAA CAG

Serina Ser S UCA UCC UCG UcCU
AGC AGU

Treonina Thr T ACA ACC ACG ACU

Alanina Ala A GCA GCC GCG GCu

Glicina Gly G GGA GGC GGG GGU

Valina Val \% GUA GUC GUG GUU

Prolina Pro P CCA CCC CCG ccu

Leucina Leu L CUA CUC CuG Cuu
UUA UUG

Fenilalanina Phe F uuC Uuu

Tirosina Tyr Y UAC UAU

Isoleucina lle | Aua auc auu

Metionina Met M AUG

Triptofano Trp w UGG

Cisteina Cys C UGC UGU

Terminacion UAA UAG UGA

Fuente: (Mathews et al, 2002).
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