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INTRODUCCION.
La biosintesis de policétidos tipo Il involucra a las enzimas clave policétido sintasa tipo Il (PKS lIl), que condensan monémeros de
acil-CoA para formar distintas variedades de estilbenos, pironas o resorcinoles, los cuales son bastante apreciados por sus
capacidades bioactivas (1). Comparado con el sobreexplorado mundo de las plantas, las PKS Ill bacterianas y sus productos han sido
poco estudiados. En este trabajo, anclamos al metabolismo central de Streptomyces (con genoma simplificado), la actividad de una
PKS Il inédita (ArsMB) encontrada en metagenomas de microbiomas marinos, como una estrategia para explorar nichos alternativos

que lleve a la obtencién de policétidos bacterianos con potenciales propiedades bioactivas.

METODOLOGIA

Mineria de datos: BLASTP/HMMER en Ila plataforma
“‘metagenomes IMG/M”. Programas de andlisis de secuencia y
disefio del gen: Pfam, KEGG, BLAST, X-talpred, proso I, SignalP,
ProtParam, iPSORT, Codon Optimization. Modelado por
homologia: PDB, Coot, y Swiss-Model, YASARA y CCP4mg. Gen
sintético arsMB: IDT company. Sistema de integracion
cromosoOmica/expresion inducible: ®C31/plJ6902 y hospederos S.
coelicolor M1152 carentes de rutas de metabolitos secundarios (2)
y S. venezuelae. Medio de produccion: GYM (2). Extractos de
biomasa/acetato de etilo: 10mL/g. Placas TLC: Silica gel 60,
cloroformo:acetato de etilo con revelador Fast blue B (para alquil-
resorcinoles). HPLC: columna C-18 en fase metanol:agua.
Pruebas de resistencia a antibiético: cm, km, amp, apra (Aug/mL)
en agar MS y MYM.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis del metagenoma de un microbioma del Mar Baltico
(LIAY01000086.1), permiti6 identificar una enzima hipotética
(ArsMB; KRO38894.1) que posee el motivo Cys!38/His277/Asn310
tipico del dominio cetosintasa de PKS IIl (Fig. 1). ArsMB posee
una baja identidad con otras PKS Il (<45%) y se encuentra dentro
de un cluster de tres genes, similar a los clisteres involucrados en
la sintesis de alquil-resorcinoles, los cuales se ha demostrado que
favorecen la resistencia a antibiéticos de algunas bacterias, asi
como presentan capacidad antioxidante (3).

Figura 1. (A) Modelo por homologia de ArsMB utilizando como
templado a la PKS Ill de Mycobacterium tuberculosis (Cddigo PDB
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Figura 2. (A) Grafica de crecimiento de las cepas S. coelicolor
M1152::plJ6902 y M1152::arsMB, en ausencia y en presencia de
antibiético. (B) Placa de TLC de los extractos de biomasa de la cepa

control (a), y la cepa productora (b).

Para demostrar que el policétido producido confiere resistencia a
antibiéticos se probd la capacidad de crecimiento mediante
andlisis comparativos entre las cepas M1152:arsMB y
M1152::plJ6902, asi como entre S. venezuelae:arsMB y S.
venezuelae::plJ6902. Asi, se utilizaron distintas concentraciones
de antibidticos (cm, km, amp, apra y tioestreptona; ug/mL) y se
observd que en presencia del gen arsMB ambas cepas resisten
hasta 10 pg/mL de cloranfenicol, mientras que las cepas control
no lo hacen, y, ademas, resisten una concentracion hasta 10
veces mayor de apramicina que las cepas control (Fig. 3). Lo
anterior abre un nicho de oportunidad para investigar a
profundidad la relacion del producto de ArsMB, con los fendomenos
de resistencia a antibioticos.

Figura 3. Crecimiento bacteriano en placas de agar. (A) Apramicina (200
pyg/mL). lzda: cepa control. Dcha: cepa productora. Cloranfenicol (10
ug/mL): (B) cepa control sin crecimiento y (C) cepa productora con
crecimiento normal.

Conclusiones. ArsMB es una PKS Il inédita, proveniente de
microbiomas marinos, cuyo producto bioactivo confiere resistencia

a antibidticos a cepas de Streptomyces. Este descubrimiento invita
) ) o ] a continuar estudiado la relacion estructura-funcién de esta PKS lil,
Posteriormente, se anclo la actividad ArsMB al metabolismo de S. 35i como la influencia de su producto en los fenémenos de
coelicolor M1152 mediante la integracion en su genoma, resistencia a antibidticos. La purificacion del policétido v

fusionando el gen sintético arsMB a un promotor inducible tipAy & geterminacion de su estructura quimica mediante HPLC y RMN,
un sitio de union a ribosoma compatible con Actinobacterias (2). respectivamente, estan actualmente en proceso.

La integraciéon se comprobé por PCR y secuenciaciéon capilar.
Después, en la cepa M1152::arsMB, se realizaron ensayos de
produccién del policétido en un proceso en dos etapas, induciendo
a la mitad de la fase de crecimiento exponencial para asegurar la
produccion durante el metabolismo secundario (Fig. 2A). El
analisis de los extractos de produccion mostro la presencia de un Bibliografia. [1] Yu, D., et al., (2012). IUBMB Life, 285-295. [2] Kieser,
metabolito asociado a biomasa, ausente en la cepa control no T.B., etal., (2000), 249-250. [3] Funabashi, M., et al., (2008). JBC, 13983-
productora M1152::plJ6902 (Fig. 2B). 13991.

4JA0). (B) Triada catalitica Cys/His/Asn en el sitio activo.
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