LA MINERIA GENOMICA SOBRE Actinoplanes TFC3 PERMITIO LA IDENTIFICACION DE
UNA POLICETIDO SINTASA DE TIPO Ill PRODUCTORA DE ANTIOXIDANTES.
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Introduccion. Los policétidos son compuestos naturales
con estructura diversa y que poseen numerosas
actividades biolégicas como: anticancerigena, antifungica,
antibacteriana y antioxidante. Se sintetizan mediante la
condensacion descarboxilativa de residuos de acil-CoA
por enzimas llamadas policétido sintasas (PKS),
clasificadas en tres tipos (I, Il y Ill). Las de tipo Il son las
mas simples al formar homodimeros de subunidades de
condensacion y utilizar directamente el grupo tioéster del
acil-CoA. Dado que el potencial genético bacteriano suele
ser limitado en condiciones de laboratorio!, herramientas
como la mineria gendémica y la expresion heteréloga
desempefian un papel importante en el descubrimiento de
nuevos metabolitos?. Recientemente, fue secuenciado y
ensamblado el genoma de Actinoplanes sp. TFC3, una
actinobacteria endodfita de la planta medicinal
Amphypterygium adstringens (cuachalalate)’; en su
genoma se encontré un cluster biosintético que contiene a
una enzima PKSIII.

El objetivo del proyecto fue la expresion heteréloga del gen
principal de la via, la evaluacién de la bioactividad y la
elucidacién estructural de los compuestos producidos.

Metodologia. El genoma de Actinoplanes sp. TFC3 se
analizé con antiSMASH 3.0 en blsqueda de clisteres
involucrados en la biosintesis de policétidos. La expresion
del gen principal del cluster (alkA) se realiz6 en la cepa de
Escherichia coli BL21. Se utilizaron SDS-PAGE y western
blot para verificar la presencia del producto de expresion
de dicho gen. La expresion heteréloga de alkA se llevo a
cabo en Streptomyces coelicolor M1152! por medio del
vector integrativo plJ69025. Los cultivos de las cepas se
realizaron de acuerdo con metodologias descritas
previamente!, y las extracciones de la biomasa se
realizaron con metanol y asistidas por sonicacion. La
comparacion de la produccion diferencial entre las cepas
se efectud por medio de cromatografia en capa fina (TLC),
usando el reactivo de Folin-Ciocalteau y Fast Blue B como
reveladores. Se procedi6 a evaluar la capacidad
antioxidante a través del ensayo con DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo), en placas de TLC. Finalmente, la
elucidacion estructural se llevo a cabo por medio de las
técnicas de RMN y MS.

Resultados. La expresion de alkA en Escherichia coli
permitid encontrar una proteina de 37.8 kDa, tanto en la
fraccion soluble como en la insoluble, la cual se denominé
AlkA. Por otro lado, al realizar la expresién heteréloga en
S. coelicolor M1152, se generé una cepa que contenia al
vector plJ6902 con el gen alkA (MalkA), asi como la cepa
control con el plasmido vacio (MplJ). Cuando se evalu¢ el
crecimiento de ambas cepas, pudo corroborarse que la
expresion de AIKA no afecté el crecimiento de MalkA
respecto al control. Los extractos de ambas cepas,
analizados por TLC, evidenciaron un perfil metabdlico
distinto entre ellas, lo que permitié presumir que MalkA
estaba produciendo compuestos diferentes a los del
control debido a la presencia de la PKSIII. Los reveladores
utilizados sugirieron que los compuestos eran aromaticos,
de tipo alquilresorcinol, tal como se esperaba. Respecto a
la evaluacion de la capacidad antioxidante, se encontré
dicha actividad en los extractos de la cepa MalkA, a
diferencia de MplJ en la cual no se detectd. Finalmente, la
elucidacién estructural permiti6 corroborar que los
compuestos producidos diferencialmente entre las cepas
MplJd y MalkA fueron alquilresorcinoles.

Conclusiones. El producto de expresion del gen alkA fue
una proteina denominada AIKA. La expresion heteréloga
de dicha proteina en S. coelicolor condujo a la produccién
de alquilresorcinoles con actividad antioxidante.
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