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3. RESUMEN

Streptomyces y otras actinobacterias son reconocidas como una rica fuente de productos
naturales para aplicaciones en clinica, en biotecnologia y en agricultura. Han sido explotados
con renovado vigor gracias a la informacién que ofrece la secuenciacion del genoma, la cual
ha revelado la capacidad de codificar metabolitos secundarios con actividades biolégicas por
ejemplo, antibioticos.

La secuenciacion del genoma de Streptomyces coelicolor A3 ha puesto de manifiesto gran
cantidad de informacién, resaltando que 400 Kb (mas de 20 clusters) estan relacionados con
la produccion de metabolitos secundarios. Y también ha resaltado la gran diversidad de
moléculas reguladoras (alrededor del 12% del genoma) (Bentley et al., 2002), incluyendo
proteinas de familias como: LysR, Lacl, ROK, GntR, TetR, IcIR, AraC, AsnC y MarR. No
obstante, de estos muy pocos (aproximadamente el 8%) han sido caracterizados.
Streptomyces coelicolor contiene 42 reguladores putativos tipo MarR (Bentley et al, 2002;
Yang et al., 2010), esta familia abarca proteinas criticas en el control del estrés oxidativo y el
catabolismo de compuestos aromaticos, ademas tiene diversos roles fisiolégicos como

sensar los cambios ambientales (Wilkinson & Grove, 2006).

A partir de un analisis in silico de los reguladores transcripcionales tipo MarR, se eligié al gen
sc02331, que podria estar involucrado en el metabolismo secundario de S. coelicolor. El gen
sc02331 no ha sido estudiado previamente, por lo que resulta un buen blanco para analizar
el efecto de su interrupcion sobre la produccion de dos de los antibioticos,

undecilprodigiosina y actinorrodina.

Las consecuencias fenotipicas de la mutacion se evaluaron en medio minimo (NMMP) y
medio para produccion de metabolitos secundarios (R2Y) con diferentes fuentes de carbono,
destacando el rendimiento respecto a la biomasa de actinorrodina y undecilprodigiosina en
medio con glucosa y acetoina, donde la mutante (Asco2331) sobreproduce ambos

antibioticos.



4. INTRODUCCION
4.1 Caracteristicas del género Streptomyces

Los estreptomicetos son bacterias Gram positivas, pertenecientes al orden Actynomicetales,
saprofitas, estrictamente aerobias, se les puede encontrar en diversos ecosistemas y poseen
un alto contenido de G-C (aproximadamente 70%) en su genoma. Al presentarse limitacion
de nutrientes, los estreptomicetos se diferencian formando micelio aéreo y esporas, las
cuales surgen de la septacion del micelio aéreo y sirven para su reproduccion. Algunas
sefales necesarias para el ciclo de vida, son compartidas para la produccion de metabolitos;
el inicio de la biosintesis esta precedida por el desarrollo de la hifa aérea en medios sdlidos o
la fase estacionaria en cultivos liquidos (Bibb, 2005). Los estreptomicetos contindan siendo
fuentes prolificas de nuevos metabolitos, los cuales tienen una amplia gama de actividades
biolégicas y aplicacion como agentes anti-infecciosos, agentes contra el cancer u otros
compuestos farmacéuticamente utiles (Demain & Sanchez, 2009; Sanchez & Demain, 2015;
Bibb, 2005). La produccion de estos productos naturales es a menudo controlada por

sistemas de regulacién sutiles y precisos (Bibb, 2005).
4.2 Metabolitos secundarios

Los compuestos que son producidos por bacterias generalmente se dividen en metabolitos
que son esenciales para el crecimiento vegetativo (primarios) y los no esenciales
(secundarios). Los metabolitos primarios son intermediarios o productos finales de las rutas
del metabolismo, subunidades de macromoléculas esenciales, o coenzimas. Los metabolitos
secundarios aparentemente no tienen ninguna funcidn en el crecimiento de los
microorganismos que los producen, aunque si juegan un papel importante para la
supervivencia y competencia del organismo productor en la naturaleza. Los metabolistos
secundarios son extremadamente importantes para la salud del ser humano, por ser un
grupo que engloba farmacos, bioplaguicidas, antibiéticos, etc. (Demain, 2000); de estos
ultimos, al menos dos tercios de los que tienen un origen natural provienen de
estreptomicetos (Berdy, 2005). La busqueda de nuevos antibidticos continua, actualmente
existe una gran corriente por estudiar no solo los metabolitos ya conocidos y sus vias de
biosintesis sino que mediante el uso de herramientas bioinformaticas se buscan nuevos

clusteres que codifiquen para metabolitos desconocidos (Martin & Liras, 2010)



4.3 Cepa modelo Streptomyces coelicolor

Streptomyces coelicolor se adoptdé como modelo para el estudio de los estreptomicetos por
su capacidad para producir dos antibidticos pigmentados: actinorrodina [ACT] vy
undecilprodigiosina [RED] (Liu et al.,, 2013). Junto con Streptomyces avermitilis, es el

estreptomiceto mejor caracterizado a nivel bioquimico, fisioldgico y genético.

La secuenciacion del cromosoma de Streptomyces coelicolor A3, reveld la presencia de un
solo cromosoma lineal, cuyo tamafo de DNA es de 8.66 Mbps con un alto contenido (72.1%)
de GC. Codifica para 7769 genes y 56 pseudogenes (Bentley et al., 2002). EI genoma
contiene una region central flanqueada por dos brazos sujetos a intensa variabilidad
genética. La regidon central (aproximadamente 6.5 Mb) esta altamente conservada y los
genes que estan localizados en esta regidn son esenciales para la vida de la bacteria (lkeda
et al, 2003). Hoy en dia, al crecer el numero de cromosomas de Streptomyces que han sido
secuenciados, ha quedado claro que todos ellos comparten estas caracteristicas en su
genoma. Adicionalmente, la alta produccion de metabolitos secundarios y la diferenciacion
morfolégica son procesos complejos altamente regulados por un gran conjunto de genes
reguladores. Tan solo S. coelicolor contiene alrededor de 965 proteinas putativas
reguladoras, que representan aproximadamente el 12.3% del total de cromosoma (Bentley et
al., 2002), constituyendo redes altamente reguladas que controlan la expresion génica en

esta bacteria (Bentley et al, 2002, Romero et al., 2015)
4.4 Metabolitos secundarios producidos por S. coelicolor

S. coelicolor produce cuatro antibidticos principales que han sido objeto de estudio: la
actinorrodina (ACT, llamada comunmente pigmento azul), undecilprodigiosina (RED,
pigmento rojo), metilenomicina (MM, codificada en el plasmido SCP1) y un metabolito
dependiente de calcio (CDA) (Ver Figura 1). De los cuatro, el mas estudiado es la
actinorrodina, un compuesto de color azul pH dependiente, que pertenece a una clase de
policétidos aromaticos, denominados benzoisocromaquinonas. Su via de biosintesis se
encuentra codificada en un cluster de 22 genes (Fernandez Moreno et al, 1992; Fernandez
Moreno et al., 1994; Taguchi et al., 2000; Liu et al., 2013). La undecilprodigiosina (RED) es
otro de los mejores caracterizados, es un tripirrol hidrofébico codificado por un cluster de 23
genes (Cerderio et al., 2001; Okamoto et al., 2009)
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Figura 1. Principales metabolitos secundarios producidos por S. coelicolor. (Modificado de Liu et al.,
2013)

Para el presente estudio nos enfocamos en la undecilprodigiosina y la actinorrodina, que
ademas de ser los antibidticos mejor caracterizados y estudiados, son faciles de seguir y
medir su produccion en cinéticas de crecimiento, siendo la ACT la que se produce en mayor

proporcion (Liu et al., 2013)

4.5 Factores del metabolismo primario involucrados en la biosintesis de antibidticos

La sintesis de antibidticos es un proceso muy controlado con muchas entradas reguladas,
tales como el metabolismo general, el estado nutricional (Rigali et al., 2008; Hindra, 2010) y
las concentraciones de las moléculas senalizadoras (y-butirolactonas) (Takano, 2006; Park &
Elliot, 2010).

En el proceso de biosintesis de metabolitos secundarios, como la actinorrodina y la
undecilprodigiosina, el cambio entre la fase exponencial del crecimiento y la fase
estacionaria, donde se lleva a cabo la produccion de estos metabolitos, se acompana de la

intervencidon de una serie de interruptores transcriptdmicos y protedmicos, que conducen a la



redireccion del carbono para la sintesis de estos compuestos (Nieselt et al. 2010; Thomas et
al., 2012; Alam et al., 2010; Coze et al. 2013).

45.1 Precursores de los metabolitos secundarios undecilprodigiosina y
actinorrodina.
Los precursores de las vias de sintesis de metabolitos secundarios descienden del flujo
metabdlico primario; por ejemplo, los precursores de RED (Ver Figura 2) son: dos unidades
de prolina, un derivado ciclico del glutamato, el cual tiene como precursor el a-cetoglutarato;
serina que proviene del 3-fosfoglicerato; glicina, un derivado de la serina y varias unidades
de acetato (Cerdefio et al., 2001). Por lo anterior se deduce que los principales intermediarios
provienen del ciclo de Krebs, la glucélisis y la via del acetato/malonato (sintesis de acidos
grasos). Con esto queremos destacar el papel que juega la fuente de carbono y la influencia

de esta en la biosintesis de los metabolitos secundarios.

_COzH acetato /
- - /2—undecil—pirro|
N 4
glicina / Me o
[" % — - — ‘r'——\'
~ <-7-—7/‘ AN J\'\ NN NN TN
& I
serina Undecilprodigiosina
= MeO_ . 4
~COH  acetato - T

_i_ 3
™
OCO;H HN

prolina 3 SR - :
4-metoxi-2,2"-bipirrol-5-carboxialdehido

Figura 2. Unidades biosintéticas de undecilprodigiosina (Modificado de Cerdefio et al., 2001).
La acetil-CoA es la fuente de las unidades de carbono para la biosintesis de muchos
compuestos policétidos (Banchio et al., 2002, Coze et al, 2013), tal es el caso de la
actinorrodina, que utiliza el malonil-CoA como precursor (Figura 3), el cual es un producto de
la actividad de acetil-CoA carboxilasa. Cabe mencionar que en cepas sobreproductoras de

antibidticos, modificadas por ingenieria genética, existe acumulacion de acetil-CoA (Ryu et



al., 2006; Borodina et al., 2008). Por otro lado, el NADPH, un agente reductor utilizado en el
proceso de biosintesis de metabolitos secundarios parece aumentar la produccion de estos
(Borodina et al., 2008).
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Figura 3. Biosintesis de actinorrodina (Fernandez Moreno et al, 1992; Fernandez Moreno et al., 1994;
Modificado de Taguchi et al., 2000). PKS: policétido sintasa; la numeracion de las especies quimicas
se basa en el origen biosintético.

Un ejemplo particular es el caso de los cultivos de S. coelicolor en un medio con glucosa,
donde se encuentran productos metabdlicos como piruvato, acetato, succinato, lactato,
formiato, gluconato y acetoina (Melzoch et al., 1997); estos productos metabdlicos son los
que mantienen el flujo metabdlico para el crecimiento y produccion de metabolitos

secundarios.

La acetoina (3-hidroxi-2-butanona) es un producto metabdlico importante producido por
varios organismos que crecen en un nicho que contiene glucosa u otras fuentes fermentables
de carbono (Huang et al. 1999; Lopez et al. 1975; Xiao & Xu, 2007). El organismo Gram

positivo en que se ha estudiado mejor el metabolismo de acetoina es Lactobacillus. Altas



concentraciones de piruvato son necesarias para formar acetoina. La acetoina no se
acumula intracelularmente, ya que es un compuesto neutral y es permeable para la
membrana (Tsau, et al.,1992). La biosintesis de acetoina también funciona como una
estrategia de almacenamiento de energia (Johansen et al., 1975; Mayer et al. 1995) ya que
su produccion y excrecion se lleva a cabo en la fase exponencial del crecimiento. Una vez
que las fuentes preferenciales de carbono se han terminado y el cultivo entra en la fase
estacionaria de su crecimiento, la acetoina puede ser usada para mantener la densidad del
cultivo (Xiao & Xu, 2007). Cuando el organismo crece aerdobicamente, la produccion de
acetoina aumenta, incluso en ausencia de piruvato exogeno (Tseng et al., 1991; Tsau, et al
1992).

La transformacién reversible entre acetoina y piruvato implica la conversién de NAD*/NADH.
Por lo que estas reacciones son un mecanismo de destoxificacion y homeostasis del pH
(Tsau et al., 1992). Lo anterior esta reportado para Bacillus, en el caso de Streptomyces no

existen reportes.

4.6 Regulacion transcripcional

Las bacterias deben monitorear continuamente tanto su entorno como su estado fisiologico y
reaccionar de forma apropiada al mismo. Grupos de genes involucrados en el metabolismo,
incluidos los de metabolismo secundario responden a estas sefales, con el fin de adaptarse
con eficacia (Bibb, 2005; Camilli & Bassler, 2006).

La regulacién en el inicio de la transcripcién es probablemente el nivel mas comun en las
adaptaciones metabdlicas de las bacterias. En este mecanismo, los principales actores son
proteinas capaces de unirse al DNA con el fin de reprimir o activar la transcripciéon de un gen.
La union de estas proteinas, conocidas como factores de transcripcion (TFs), a un promotor
especifico, podria resultar en la activacion o represion de la iniciacion de la transcripcién
(Ishihama, 2010). Un activador estimula la expresion de sus genes diana, generalmente,
mediante la mejora de la afinidad o reconocimiento de los promotores de la RNA polimerasa.
Un factor transcripcional actia como un represor ya sea por union al DNA para prevenir que
la RNA polimerasa inicie la transcripcidon o interactuando con la RNA polimerasa para

prevenir la transcripcién (Browning & Busby, 2004).



Generalmente se puede clasificar a los TFs como sistemas de uno o dos componentes. Los
sistemas de dos componentes consisten en un sensor usualmente unido a una cinasa de
membrana, y una proteina de union a DNA conocida como regulador de respuesta, el cual
generalmente es codificado por genes vecinos. La mayoria de las cinasas de membrana
tienen un dominio extracelular que detecta diversos estimulos ambientales, los cuales
autofosforilan una histidina, por lo que también pueden conocerse como histidina-cinasas.
Una vez que la histidina cinasa esta “activada”, es capaz de transferir el grupo fosforilo a su
regulador de respuesta objetivo, que a su vez activa y/o reprime la transcripcién de los genes
objetivos (Podgornaia & Laub, 2013). En las bacterias, el numero de cinasas de membrana y
los reguladores de respuesta parecen estar correlacionados con el numero de estimulos
ambientales a los que el organismo esta expuesto, asi como con el tamafio de su genoma
(Casino et al., 2010; Cheung & Hendrickson, 2010). Por lo que los miembros del género
Streptomyces, cuyo tamafo de genoma esta en un rango entre 6 y 12 Mbp, tienen un 25%
mas reguladores de dos componentes que el promedio de las bacterias de vida libre no

patégenas (Romero et al., 2015) (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de sistemas de regulacion, factores transcripcionales y otros reguladores de
respuesta en especies de Streptomyces como se muestra en la base de datos P2CS

(http://www.p2cs.org/)

Organismo Tamafo Factores de transcripcion
del
genoma | Total Reguladores Sistemas de un | Reguladores de
Mb transcripcionales | componente respuesta de unién
a DNA*
Streptomyces 9.02 688 433 129 64
avermitilis
MA-4680
Streptomyces 8.67 795 499 155 77
coelicolor
A3(2)
Streptomyces 8.54 649 408 122 66
griseus subsp.
griseus NBRC
13350

(* Proteina de uniéon a DNA que forma parte de los TF de dos componentes.)

Los sistemas de un componente parecen ser los sistemas de transduccion mas comunes en

procariotas. Se han reportado 17,000 sistemas de un componente versus 4,000 miembros


http://www.p2cs.org/

con sistema de dos componentes (Ulrich et al., 2005). Esta condicion es posiblemente debida
a que los sistemas de un componente parecen responder mas rapidamente a los desafios
ambientales. Los sistemas de un componente se definen como proteinas que contienen
dominios de entrada y salida, similares a los de los sistemas de dos componentes, por lo
tanto pueden detectar estimulos similares y provocar respuestas celulares similares, pero

que carecen de histidina cinasa y dominios de receptor (Ulrich et al., 2005).

4.7 Factores de transcripcion en Streptomyces: estructuray clasificacién

De manera especial, el género Streptomyces es uno de los grupos de bacterias que codifica
para un mayor numero de reguladores que otros grupos (Yang et al., 2009). No obstante, la
existencia de reguladores desconocidos o putativos, su gran diversidad y complejidad son
obstaculos para la plena comprension del papel regulatorio que tienen éstos en las vias de

produccion de antibioticos (Yang et al., 2010)

Los diferentes tipos de TFS tienen estructuras 3D distintas, con la Unica caracteristica en
comun de unirse al DNA de doble cadena (Minezaki et al., 2005). EI dominio hélice-giro-
hélice (HTH) es la estructura de unién a DNA mas comun en los factores de transcripcion
bacterianos. Los reguladores transcripcionales bacterianos se clasifican sobre la base de
similitud de secuencias de sus dominios de unidn al DNA, y con base en criterios
estructurales y funcionales, produciendo familias (Ramos et al., 2005). Cerca de 50 familias
de TFs bacterianas se han reportado a la fecha (Rodionov, 2007). En lo que respecta al
género Streptomyces, sus reguladores transcripcionales se agrupan en por lo menos 20
familias. En la Tabla 2 se enumeran algunas de las familias mas importantes de TFS y los
diferentes motivos de union al DNA, también se puede distinguir si los miembros de la familia
son preferentemente represores o activadores y si muestran una doble accion. Por ejempilo,
la familia MarR son proteinas involucradas en vias catabdlicas, resistencia a estrés y

produccion de antibidticos, cuyo motivo de union a DNA es wHTH.



Tabla 2. Familias a las que pertenecen los reguladores transcripcionales en bacterias. Se describe la
funcién que regulan generalmente, mientras que en las siguientes columnas se resumen algunas

funciones en Streptomyces y el tipo de dominio de union a DNA (Romero et al., 2015).

Dominio de
uniéon a DNA

Funciones descritas de
regulacion en Streptomyces

Familia Accién Funciones que regulan

generalmente

AraC

AsnC

DeoR

GntR

IcIR

Lacl

LuxR

LysR

MarR

MerR
PadR

Rok

SARP
TetR

WhiB

Xre

(HTH: hélice giro hélice; wHTH: ala hélice giro hélice)

Activador

Activador/
Represor

Represor

Represor

Activador/
represor

represor

Activador

Activador/
represor
Activador/

represor

represor

represor

Activador/
represor
Activador

represor

represor

Represor

Metabolismo de
respuesta a
patogénesis

carbono,
estrés vy

Biosintesis de aminoacidos

Metabolismo de azucares

Metabolismo general

Metabolismo de carbono,
bombas de excrecion

Utilizacion de fuentes de
carbono

Quorum sensing

Metabolismo de carbono y
nitrégeno

Resistencia a
antibioticos

multiples

Resistencia y destoxificacion

Respuesta a estrés por
acidos fenolicos, bombas de
excrecion

Metabolismo de carbono

Produccion de antibidticos

Biosintesis de antibidticos,
bombas de eflujo, estrés
osmoético

Esporulacién

Controla el nimero de copias
de plasmido

Metabolismo de carbon vy
diferenciacion morfolégica

Control catabdlico de tirosina

Desarrollo morfolégico vy
control de antibioticos

Metabolismo central del
carbono, formacion de micelio
y control de metabolitos
secundarios

Esporulacién

Metabolismo del carbono

Produccion de metabolitos
secundarios
Produccion de metabolitos
secundarios
Vias catabdlicas centrales,

Resistencia a estrés oxidativo
y produccion de antibiéticos

Diferenciacién morfolégica

Metabolismo del carbono

Metabolismo secundario

Resistencia a antibidticos

Esporulacién y segregacion
del cromosoma

Desarrollo morfolégico

HTH

HTH

HTH

HTH

HTH

HTH

HTH

HTH

wHTH

WHTH
WHTH

HTH

wHTH
HTH

HTH

HTH



Con la finalidad de encontrar relaciones estructura-funcién se realizaron analisis estadisticos

y funcionales de las familias de TFs y estos fueron dividios en dos grupos. El grupo 1 se

encuentra constituido por las familias AraC, AsnC, DeoR, GntR, IcIR, Lacl y LuxR mientras

que en el grupo 2 se incluyen ArsR, MarR, MerR y Xre (Figura 4) (Romero, 2014). Por lo

tanto, el primer grupo de reguladores se compone de reguladores basicos del metabolismo

primario, es decir, TFs implicados mayormente en la transcripcion de genes necesarios para

metabolismo basico de las células, incluyendo el crecimiento, la reproduccién y la

comunicacion. El segundo grupo comprende TFs implicados, ya sea en la homeostasis de

metales en el organismo, respuesta al estrés (Santos et al., 2009), resistencia a xenobiéticos,

produccidon de metabolitos secundarios y/o diferenciacion morfologica.
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Figura 4. Distribucion de
familias de reguladores
transcripcionales en genomas
de Streptomyces. Izquierda:
involucrados en metabolismo
primario (Grupo1). Derecha:
posiblemente involucrados en
la resistencia a xenobidticos y
en la homedstasis de metales
(Grupo 2) (Romero et al.,
2015).

Figura 4. Distribucion de las familias de reguladores transcripcionales en genomas de

Streptomyces.

Sav: Streptomyces avermitiilis; Sgri: Streptomyces griseus; Sco: Streptomyces coelicolor

Los reguladores transcripcionales putativos anotados en S. coelicolor (965 en total) solo se

clasifican en las siguientes familias: ArsR, AsnC, GntR, HxIR, IcIR, Lac I, LuxR, LysR, MarR,
MerR, PadR, ROK, TetR, SARP, WhiB y Xre; en la figura 5 se muestra la distribucion de

estos. Las familias con mas miembros son: TetR, GntR y MarR y de ésas GntR y TetR son

las mas estudiadas.
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Figura 5. Distribucion de familias de reguladores transcripcionales en el genoma de S. coelicolor.

4.8 Biosintesis y regulacién génica de antibidticos modelo

La produccion de antibidticos es objeto de multiples niveles de regulacion génica. El primer
nivel funciona a través de reguladores pleiotropicos que afectan tanto el desarrollo, como la
produccion de metabolitos. El siguiente nivel implica a los reguladores globales de
antibidticos que no afectan el desarrollo, pero si la produccion de multiples antibidticos. El
tercer nivel son los reguladores de vias especificas que controlan la sintesis de un solo
antibidtico, los cuales, comunmente estan junto al cluster que regulan. (Pak & Elliot, 2010;
Chen et al., 2008). Los efectos de muchos reguladores suelen ser indirectos, los cuales van
desde el control de las pozas de los precursores o incluso hasta la modificacion de las
propiedades fisicoquimicas de los productos finales (Shin et al., 2011; Liu et al., 2013).
Generalmente los metabolitos secundarios empiezan a ser producidos después del comienzo
de la diferenciacidon morfolégica; muchos genes requeridos para la diferenciacion y la
produccion estan regulados coordinadamente. Sin embargo, la red de regulacion de dichos
genes permanece sin conocerse (Higo et a., 2012).

El cluster para ACT esta formado por 5 unidades de transcripcion dependientes del regulador
Actll-ORF4 (activador especifico de biosintesis de ACT), que es un miembro de la familia de
proteinas reguladoras de antibidticos en Streptomyces (SARP). Casi toda la informacion de
la fisiologia celular que afecta la temporizacion y el nivel de produccién de ACT se transmite
a través de la proteina Actll-ORF4 y su influencia, ya sea a nivel de transcripcion o
traduccioén. La region promotora de actll-ORF4 es blanco de regulacion de por lo menos ocho
proteinas: AdpA (regulador pleitrépico del desarrollo y produccién de antibiéticos) (Ohnishi et



al., 2005), LexA (regulador global de la respuesta al dafio del DNA) (Igbal et al., 2012),
AbsA2 (represor global de la sintesis de antibidticos) (Sheeler et al., 2005; Uguru et al.,
2005), DasR (proteina responsable en la formacion del micelio aéreo y formacion de esporas,
y la respuesta a la N-acetilglucosamina) (Rigali et al., 2008), DraR y AfsQ1 (activadores de la
respuesta a nitrégeno) (Wang et al., 2012; Yu et al., 2012); AtrA (activador transcripcional
asociado al metabolismo de la acetil-CoA, el cual es un precursor de la ACT) (Uguru et al.,
2005; Nothaft et al., 2010) y Rok7B7 (represor del operdn de xilosa) (Heo et al., 2008). Existe
un segundo regulador en el cluster de ACT que codifica para una proteina tipo TetR, la cual
reprime al cluster adyacente al de ACT, que codifica para el sistema de exportacion de la
ACT (Fernandez-Moreno 1991; Liu et al., 2013). Los reguladores transcripcionales
mencionados, son un ejemplo de los diferentes niveles de regulacién que estan afectando la

sintesis de metabolitos secundarios.

La undecilprodigiosina es sintetizada por una via mixta que involucra una enzima parecida a
la sintasa de acidos grasos y una péptido sintasa (Cerdefo et al., 2001). Los genes de la
ruta se regulan a través de una mini-cascada de dos reguladores pleitropicos, RedZ
(regulador de la sintesis de RED) que a su vez activa la expresion de redD, el gen que activa
directamente los genes biosintéticos (White et al., 1997). La regulacion de redZ tiene algunas
similitudes con la de actll-ORF4: ambos son sitios blanco de la represion por AbsA2. La
union de DasR y AfsQ al promotor de redZ, sugiere que tal vez responda a N-
acetilglucosamina (Rigali et al., 2008) y a otras sefales relacionadas con glutamato (Wang et
al.,, 2012). Se presume que RedD activa directamente los genes biosintéticos de la
undecilprodigiosina. En favor de esto, se ha encontrado un sitio de unién para RedD rio
arriba del operén de RED (Igbal et al., 2012); sorprendentemente, este motivo también ha
sido encontrado rio arriba de otros genes no relacionados a la biosintesis de RED (lgbal et
al., 2012; Liu et al., 2013).

A pesar de los muchos estudios que ya se han realizado, aun existe una gran cantidad de
fendmenos y sistemas que no han sido entendidos, de aqui la importancia del estudio de los
sistemas de regulacion para mejorar las oportunidades de la biosintesis combinatoria e
incrementar la posibilidad de generar nuevos compuestos y permitir la optimizacién de los

titulos de produccioén de los metabolitos (Chen et al., 2008).



4.9 Reguladores de la familia MarR

La familia de factores de transcripcion tipo MarR, pertenece al segundo grupo de la
clasificacion, y podrian estar implicados entre muchas otras cosas, en la produccién de
metabolitos secundarios (Chen et al., 2008; Holley et al., 2013). Resulta ésta, un conjunto de
proteinas interesantes, no solo por su funcion, sino ademas porque solo el 14% de sus genes
anotados han sido estudiados (http://strepdb.streptomyces.org.uk/) (Romero et al., 2015); hay
que destacar que gracias a algunas de sus caracteristicas, su estudio es menos complejo,

como explicaremos a continuacion.

Los reguladores tipo MarR son un gran grupo de proteinas de un solo componente (Holley et
al., 2013), codificadas por >12 000 genes en los genomas disponibles de bacterias y arqueas
(Davis et al., 2013). Los miembros de la familia MarR en bacterias, desempenan papeles
importantes en resistencia a los antibioticos, la virulencia y el catabolismo. Los estudios de
sus mecanismos moleculares tienen implicaciones para la medicina y la biotecnologia (Davis
et al., 2013). Hasta la fecha, las funciones fisiologicas de <100 de estas proteinas
bacterianas se han caracterizado en detalle (Perera & Grove, 2010). Sin embargo, la
prevalencia de proteinas MarR en los estreptomicetos, que son la fuente de numerosos
agentes terapéuticos, plantea la posibilidad de explotarlos para la manipulacion de los

perfiles de los productos naturales de estas importantes bacterias (Holley et al., 2013).

Los miembros de la familia de reguladores MarR son homodimeros citoplasmaticos, que se
unen al DNA de doble cadena afin por su motivo HTH (Alekshun et al., 2001; Hong et al.,
2005. Kumarevel et al, 2009). El residuo N y C-terminal estan estrechamente entrelazados Y
forman un dominio de dimerizacién, que se estabiliza mediante interacciones hidréfobas y
enlaces de hidrégeno entre los residuos localizados dentro de estas regiones. Los residuos
implicados en la dimerizacion juegan un papel clave en el mantenimiento de la distancia
entre las hélices de reconocimiento de DNA, que puede afectar en ultima instancia, la
fidelidad y la fuerza de la interaccidn proteina-DNA (Kumaravel, 2005). Las estructuras
cristalinas revelan que cada monémero contiene un motivo wHTH (Alekshun et al., 2001), el
motivo wHTH es una estructura alfa/beta compacta, de dos alas (W1 y W2), tres hélices (a2,
a3 y a4) y tres laminas beta (81, B2 y B3), arregladas en el orden a2- 31- a3- a4- 32-W1- B3-
W2, las alas son bucles estan entre 2 y 3, como las alas de una mariposa (Gajiwala &

Burley, 2000); cada hélice de reconocimiento se une a los surcos del DNA (ver figura 6). El



ala es vital para la interaccion de DNA como se evidencia por varios estudios mutacionales
(Perera & Grove, 2010).
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Figura 6. Representacion del homodimero SCO5413 de S. coelicolor. Las dos subunidades son
distinguidas por los colores azul y amarillo, y la region de reconocimiento de DNA se muestra en
magenta. Modificado de Holley et al., 2013.

Un subconjunto de miembros de la familia MarR regulan respuestas adaptativas al estrés
oxidativo a través de residuos de cisteinas, cuya oxidacion influye en la unién al DNA (Hong
et al., 2005). La mayoria de estas proteinas regulan la expresion génica a través de la

atenuacioén mediada por ligando de unién al DNA (Davis et al., 2013).

Las proteinas tipo MarR pueden ser represores o activadores transcripcionales, que se unen
a regiones de inversos repetidos de 16-20 pb que por lo general son palindromes (Martin &
Rosner., 1995; Martin et al., 1996; Evans et al., 2001; Wilkinson & Grove, 2004). El locus
genomico en el que se encuentra una gran proporcién de los miembros de la familia, se
caracteriza porque el homologo MarR esta adyacente y divergentemente transcrito al gen
que regula (Ver figura 7), por lo que el sitio de union reside en la regién intergénica que
contiene los promotores (Wilkinson & Grove, 2006). Gracias a que comparte el sito de union
con el gen que regula, mas de la mitad de los homologos MarR descritos han demostrado ser
autorregulados. Las localizaciones de los sitios de union MarR a menudo se superponen a
los -35 y/o -10 elementos promotores de sus genes diana, lo que sugiere que la represion se
consigue mediante la inhibicion alostérica de la union de la RNA polimerasa al promotor

(Wilkinson & Grove, 2006). Esto fue demostrado por primera vez para E. coli, donde la



proteina MarR se une a la region intergénica entre marcC y marRAB (genes responsables de
la resistencia a antibioticos) en dos secuencias palindrémicas, que a diferencia de las antes
mencionadas, obstruyen entre los nucledtidos -210 y -235 de los elementos promotores
(Martin & Rosner, 1995). Este modo de unidén impediria que se reclute la RNA polimerasa,
resultando en la represion de la transcripcion de marcC y marRAB (Martin et al., 1995). Otros
homologos se unen a sitios rio arriba, donde pueden actuar como un activador, estabilizando
la RNA polimerasa o compitiendo con un represor por la unién al DNA (Oh et al, 2007). Por lo
tanto, la funcion como activador o represor depende de la posicion de unién con relacion a la
secuencia promotora. Por ejemplo, en S. coelicolor, OhrR (involucrado en la resistencia al
peréxido) puede actuar como un represor, asi como un activador mediante su union a la

misma region del operador entre ohrR y Ohra (Oh et al., 2007).
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Figura 7. Organizacion tipica del locus genédmico que comprende el gen que codifica el homélogo
MarR. Los genes se representan como flechas azules. La regién intergénica entre los genes
codificados divergentemente contiene el sitio de unién a DNA (Modificado de Grove, 2013).

Otra caracteristica definitoria de homoélogos MarR y que les permite responder a cambios en
el medio ambiente, por ejemplo la disponibilidad de sustratos para una via metabdlica o la
presencia de compuestos nocivos para la célula, es que reconocen y se unen a ligandos
especificos. En ausencia de ligando, se produce la union especifica al DNA, lo que resulta
mas a menudo en la represion del gen. En presencia del ligando, la union al DNA se ve
abrogada, dando como resultado la induccién de la transcripcién (ver figura 8) (Wilkinson &
Grove, 2006; Perera & Grove, 2010).

Sin ligando Con ligando

A e

Figura 8. En ausencia de ligando, el MarR (en verde) se une a la regién intergénica, reprimiendo la
expresion de ambos genes. En presencia del ligando, la union al DNA es atenuada y los genes se
expresan (Modificado de Grove, 2013).



Existen grandes variedades de ligandos para las proteinas MarR. Muchos homodlogos se
unen a compuestos fenodlicos pequenos, lo que resulta en un cambio conformacional que
hace que la proteina sea incapaz de unirse al DNA. Los homdlogos MarR que regulan las
vias metabdlicas entran en esta categoria, al igual que muchas proteinas que regulan
bombas de expulsidon, ya que a menudo comparte preferencias de sustrato con otras
enzimas. La otra variedad de ligando interactua transitoriamente con el objetivo de efectuar
una modificacion covalente, especificamente la oxidacion de cisteina; esta modificacion
covalente asimismo causa una union atenuada al DNA debido a cambios conformacionales.
Este mecanismo tiene una funcidn importante en las respuestas al estrés oxidativo,
incluyendo la produccion de factores de virulencia (Perera & Grove, 2010).

Los reguladores MarR estan ampliamente distribuidos en el género Streptomyces, tal es el
caso de S. coelicolor, el cual contiene 50 reguladores putativos tipo MarR
(http://strepdb.streptomyces.org.uk/) (Romero et al., 2015), de los cuales siete han sido ya
reportados (Davis et al., 2013; Davis & Sello, 2010; lwagami et al., 2000; Stevenson et al.,
2007; Yang et al., 2010; Oh et al., 2007; Stevenson et al., 2013; Holley et al., 2013; Huang &
Grove, 2013; Huang et al., 2013). En la tabla 3, se reportan los reguladores estudiados, como
podemos ver algunos estan implicados en el metabolismo primario como absC, tamR los
cuales regulan la expresion de la piruvato deshidrogenasa y el ciclo de Krebs,
respectivamente. Resulta interesante como el sco5413 esta involucrado tanto en el
metabolismo primario como en el secundario, reforzando el hecho de que ambos estan
intimamente relacionados, entre otros fendmenos, gracias a la accion de reguladores

transcripcionales.



Tabla 3. Miembros de la familia MarR descritos en S. coelicolor y sus funciones.

Gen Descripcién Referencias Localizacién del Tipo de
gen blanco metabolismo
pcaVv Controla el operon pca que codifica
, , Davis et al.,, 2013; Divergente Primario
para las enzimas de la via de -
: ., Davis & Sello, 2010;
sc06704 cetoadipato, ruta de degradacion
. Iwagami et al., 2000.
de compuestos aromaticos.
absC Controla la expresion de la piruvato  Stevenson et al., No divergente Primario
sco05405 deshidrogenasa 2007; Yang et al.,
2010.
ohrR Controla la expresion de ohrA'y Oh et al., 2007. Divergente Resistencia
s€02987 ohR, involucrados en la resistencia
a peroxido.
s€c03205 Funcion desconocida Stevenson et al., Divergente
2013.
sco5413 Posible rol en el crecimiento y Holley et al., 2013. No divergente Primario y
produccion de antibiticos secundario
tamR Funcion putativa en el ciclo de Huang & Grove, Divergente Primario
sco03133 Krebs 2013.
pecS Regulador de pecM posiblemente Huang et al., 2013. Divergente Resistencia
sc02647 involucrado en la resistencia a

especies reactivas de oxigeno.

Gracias a la presion evolutiva, se conservan las secuencias que son importantes para la

regulacion, esto aunado al auge de la disponibilidad de mas de un centenar de secuencias

del genoma de actinomicetos,

que permiten que

la utilizacion de herramientas

bioinformaticas, como la comparacion de secuencias rio arriba de los ortélogos, resulten en

predicciones sélidas de los genes a regular y de los sitios de union de estos factores de

transcripcion (Stevenson et al., 2013); por esta razén el caracterizar la funcion de un

regulador de este tipo resulta mas sencillo debido a la prediccion de los sitios blanco.



5. HIPOTESIS

La interrupcién del regulador transcripcional sco2331 tipo MarR, tendra un efecto sobre la
sintesis de los metabolitos secundarios modelo (actinorrodina y undecilprodigiosina) como

consecuencia de cambios en el metabolismo primario.

6. OBJETIVO

6.1 Objetivo general
Estudiar el papel de un regulador transcripcional tipo MarR en la sintesis de actinorrodina y

undecilprodigiosina.

6.2 Objetivos particulares
e |dentificar un TF cuya modulacion del metabolismo primario pueda afectar el
metabolismo secundario.
e Interrupcion del gen elegido y caracterizaciéon del efecto fenotipico.
e Evaluar el efecto de la interrupciéon sobre la produccion de actinorrodina y

undecilprodigiosina en Streptomyces coelicolor.



7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

7.1 Cepas y plasmidos
En la tabla 4 se enlistan los plasmidos y cepas empleados en el desarrollo del presente
trabajo.

Tabla 4. Plasmidos y cepas.

Nombre Descripcién Referencia
PLASMIDOS
p773 pBluescript KS (+), aac(3)IV, oriT (RK2), sitios FRT. Gust et al., 2003.
(plasmido)
plJ790 Contiene el sistema ARED (gam, bet, exo) para Gust et al., 2003.
(plasmido) recombinacion homdloga, ademas del marcador de
resistencia a cloranfenicol. El plasmido es sensible a
temperatura.

[0riR101], [repA101(ts)], araBp-gam-be-exo.

pUZ8002 Contiene el sistema para conjugacion (tra, neo, RP4) y Gust et al., 2003.
(plasmido) resistencia a kanamicina.

StC53 Contiene el gen de interés (sco2331) y resistencia a http://strepdb.strept
(césmido) kanamicina. omyces.org.uk/
StC53apra Cdésmido interrumpido. Este estudio.

Resistencia a apramicina.
CEPAS MICROBIANAS
E. coli DH5a Cepa comercial no patdgena, utilizada para Gust et al., 2003.

procedimientos rutinarios de clonacién y almacenamiento
de vectores.

E. coli (A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-4), laclp- Datsenko &
BW25113 4000(laclQ), A-, rpoS369(Am), rph-1, A(rhaD-rhaB)568, Wanner, 2000
hsdR514 Gust et al., 2003.
E. coli Cepa deficiente en sistemas de metilacion. Gust et al., 2003.
ET12567 (dam-13::Tn9, dcm-6, hsdM, hsdS)
S. coelicolor SCP1°, ASCP2. John Innes Centre
M145
S. coelicolor M145 Asco2331 Este estudio.

Asco2331 Apramicina® Kanamicina®



7.2 Busqueda in silico del gen que codifica a un regulador transcripcional tipo MarR.

Se hizo una busqueda bioinformatica en la base de datos (http://www.p2tf.org/) de los
reguladores transcripcionales tipo MarR anotados en el genoma de S. coelicolor,
posteriormente se elimind a los que se encontraban en los brazos del genoma ya que la
region central (aproximadamente 6.5 Mb) esta altamente conservada y los genes que estan
localizados en esta region son esenciales para la vida de la bacteria (Bentley et al., 2002;
Ikeda et al, 2003); de esta seleccion se eliminaron los reguladores cuyas funciones ya han
sido reportadas. A los posibles candidatos se les buscd el gen objetivo el cual estaria
divergentemente transcrito y se utilizaron diferentes bases de datos (http://biocyc.org/;
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/; http://www.genome.jp/kegg/; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), para
localizar las posibles funciones de los genes en diferentes vias metabdlicas. Con base en
estos resultados, se seleccion6 el gen que podria tener mayor interaccion con vias

metabdlicas primarias y secundarias.

7.3 Construccion de la mutante Asco2331 en S. coelicolor

Una de las maneras de caracterizar la funciéon de un regulador transcripcional es eliminar el
gen de interés y monitorear las diferencias que se producen en el fenotipo, en este caso
comparando la produccion de antibioticos entre la cepa silvestre (WT) y la cepa mutante en

diversas fuentes de carbono.

Para interrumpir el gen sco2331 se utilizé la metodologia PCR targetting (Gus et al, 2002)
basada en la recombinacién homologa. Como se puede observar en la figura 9, la técnica
requiere de una libreria de césmidos de S. coelicolor, un casete de resistencia y el disefio de
oligonucledtidos que amplificaran el casete de resistencia adicionandole regiones homaologas
necesarias para la primera recombinacién en E. coli BW25113. Posteriormente el cosmido
mutado es transformado a E. coli ET12567, la cual tiene deficientes algunos sistemas de

metilacion ademas de llevar a cabo la conjugacion intergenérica con Streptomyces.
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Figura 9. Diagrama general del método de interrupcion del genoma o PCR targetting. Modificado de
Gust, et al., 2002.




1. Obtencién del casete templado de amplificacion.
El plasmido pld773 (Figura 10) fue extraido mediante lisis alcalina de una cepa de E. coli
DH5a, fue seleccionado por la resistencia a ampicilina (100 pg/mL). Fue digerido con las
enzimas EcoRI y Hindlll. El fragmento obtenido (en verde) contiene el casete del gen de
resistencia a apramicina (aac(3)IV), el oriT, esencial para la conjugacion intergenérica y las

secuencias FRT.

plI773

4334 bps
¥ onT

FRT &

priming site Mindin

Figura 10. Mapa del plasmido plJ773. Tomado de Gust et al., 2002.
2. Disefio de oligonucledtidos para la amplificaciéon del casete de resistencia a
apramicina.
Estos oligonucleétidos se disefiaron para contener una region homodloga con el césmido
StC53 de la libreria de S. coelicolor que contiene el gen sco2331 y resistencia a kanamicina;
los extremos 5 de ambos oligonucledtidos son complementarias a las regiones rio arriba y
rio abajo de sco2331; mientras que los extremos 3°, complementan con los extremos del
casete de resistencia, ver figura 11. El producto de esta amplificacion se le denominé casete

extendido.

NNNN .. ATG
Gen a deletar
NNNN . TAC ACT ... NNNN

59 nt upstream primer

Cassette

58 nt downstream primer

Figura 11 Esquema del disefio de oligonucleétidos para la amplificacion del casete de resistencia a
apramicina. Modificado de Gus et al, 2002.



Mezcla de reaccion de PCR para la amplificacidon del casete de resistencia a apramicina.

Oligonucledtidos (100 pmol/uL) 0.5 uL de cada uno
Templado de DNA (100 ng/pl) 1L
Buffer (10x) Expand High Fidelity PCR system, Roche 5uL
dNTP’s (10 uM) dNTP set, Invitrogen 8 uL
DMSO (100%) 2.5 uL
DNA polimerasa (2.5 U/pL) Expand High Fidelity PCR system, Roche 1L
Agua 32 uL
Total 50 pL
Condiciones para la amplificacién del casete

1. Desnaturalizacion 94°C 2 min

2. Desnaturalizacion 94°C 45s

3. Alineamiento de oligonucledtidos 50°C 45s 10 ciclos

4. Extension 72°C 90s

5. Desnaturalizacion 94°C 45s

6. Alineamiento de oligonucleétidos 55°C 45s 15 ciclos

7. Extension 72°C 90s

8. Extension final 72°C 5 min

9. Enfriamiento 4°C =

El casete extendido tiene regiones homodlogas al cosmido y un tamafo de 1462 pb, fue
observado en un gel de agarosa y posteriormente purificado de gel por kit Qiagen.
3. Transformacion del cosmido StC53 en E. coli BW25113/plJ790

El césmido StC53 se extrajo de células de E. coli DH5-a y por ensayos de restriccion con la
enzima BamHI se verificd su identidad. Fue introducido por electroporacion a células
electrocompetentes de E. coli BW25113/plJ790 para que se lleve a cabo la recombinacion. El
plasmido plJ790, contiene un inicio de replicacion sensible a temperatura, por lo que la cepa
fue incubada a 29°C, un gen de resistencia a cloranfenicol (25 pg/mL)y los genes que

codifican para la maquinaria de recombinacién del bacteriofago A: gam, exo y beta.

4. Transformacion del casete de resistencia a apramicina y recombinacion en E. coli
La cepa con fenotipo cloranfenicol?, kanamicina® fue utilizada para la produccién de células
competentes (E. coli BW25113/plJ790/StC53), el cultivo se llevd a cabo en medio SOB con
ampicilina (100 pg/ml), kanamicina (50 pg/ml), cloranfenicol (25 pg/ml) y 10 mM de L-
arabinosa a 29°C. Por electroporacion se les introdujo el casete extendido y se incubaron a

37°C para favorecer la pérdida del plasmido sensible a temperatura y las células con fenotipo



cloranfenicol®, apramicinaR y kanamicina® fueron probadas por digestiones con enzimas de
restriccidon para confirmar el correcto intercambio del casete extendido el gen sco2331.

5. Comprobacion del intercambio del gen en el cosmido StC53.
Por medio de lisis alcalina se extrajo el cdésmido de las clonas de E. coli BW25113 StC53apra
con el genotipo buscado, y se realizdé una digestion con la enzima Sacl. Los patrones de

restriccion del césmido silvestre y mutante fueron comparados.

In silico se construy6 el cosmido mutante, donde se hizo el intercambio de la secuencia del
gen sco2331 por la secuencia del casete. Con el programa ApE (A plasmid editor), se
realizaron las digestiones de ambos cosmidos (mutante y silvestre) y se compararon los

resultados in silico y experimental.

6. Transformacion del césmido mutante en la cepa E. coli ET12567/pUZ8002.
La transferencia de material genético de E. coli a Streptomyces presenta un inconveniente, si
el material genético se encuentra metilado, éste se degrada y no se lleva a cabo la
recombinacion, ya que Streptomyces tiene sistemas que degradan el DNA metilado por dam-
13, dcm-6, hsdM, hsdS. La cepa de E. coli ET12567/pUZ8002 ademas de ser una cepa no
metilante, contiene el plasmido no transmisible pUZ8002, que codifica las proteina
necesarias para la conjugacién intergenérica; dicha conjugacién permitira que se transfiera el
DNA para que se lleve a cabo la recombinacion homologa, es decir, el gen sco2331 del

cromosoma, es reemplazado por la resistencia a apramicina.

Una vez que se confirmd por restriccion el intercambio del gen de resistencia por el sco2331,
el césmido mutante se extrajo por lisis alcalina. El producto purificado se electropord en
células competentes de E. coli ET12567/pUZ8002. De las colonias de E. coli ET12567 con
fenotipo cloranfenicol®, apramicina® y kanamicina®, se verificé la identidad del césmido

mutante y se prosiguié a realizar la conjugacion intergenérica.

7. Conjugacion intergenérica
La conjugacion intergenérica se lleva a cabo entre células E. coli ET12567/pUZ8002 que
contienen el césmido mutante y que se encuentran en fase exponencial y esporas de S.
coelicolor M145, las cuales se someten a un choque térmico de 50°C por diez minutos.
Una vez que se ponen en contacto las dos cepas se siembran y distribuyen en agar MS con

MgCl, 10 mM, se incuban sin antibiéticos a 29°C por 16 horas. Una vez transcurrido este



tiempo, a las placas se les agrega una concentracion de 25 ug/mL de acido nalidixico para
contrarrestar el crecimiento de E. coli y apramicina 50 ug/mL para seleccionar la seleccion de

las exconjugantes. Se continud la incubacién a 29°C por tres dias.

Las colonias de exconjugantes obtenidas fueron sembradas en placas con medio DNA-acido
nalidixico (25 ug/ml) y DNA-apramicina (50 pg/mL) o DNA-kanamicina (50 pg/mL) para
confirmar el fenotipo apramicina® y kanamicina®. Las colonias con sensibilidad a kanamicina
fueron resembradas en medio MS con los mismos antibiéticos y para confirmar se sembraron
en medio MS-apramicina ademas de medios liquidos de TSB con apramicina 50 pg/ml,

donde después de 48 h se extrajo el DNA gendémico (ver anexo metodoldgico).

8. Comprobacién de la mutante S. coelicolor Asco2331
Disefio de oligos, ciclo de PCR y secuenciacion.
Se disefaron oligos para determinar el correcto reemplazo del casete de resistencia
utilizando como referencia los tamanos de fragmento generados por la cepa silvestre S.

coelicolor M145 y la cepa mutante S. coelicolor Asco2331.

Los ensayos de PCR se llevaron a cabo empleando oligonucleétidos especificos (Tabla 5) y
se estandarizaron las condiciones para cada amplificacion. Los fragmentos obtenidos fueron

purificados por el kit (Qiagen) y secuencienciados para corroborar su identidad.

Tabla 5. Oligonucléotidos disefiados para combrobar la mutacion.

Nombre del | Objetivo pb en S. coelicolor | pb en S. coelicolor
oligonucledtido. M145 (silvestre) Asco2331
Fw2331 Oligonucledétido disefado fuera del
gen sco2331.
Rv2331 Oligonucledtido fuera del gen 456 pb 1434 pb
SC02331.
FwApra Oligonucledtido disefiado dentro
del gen aac(3)IV
RevApra Oligonucledtido disefiado dentro Sin amplicon 223 pb
del gen aac(3)IV
FwGIk Control positivo.

Oligo disefiado fuera del gen de la
glucosacinasa.

RevGlk Control positivo. 951 pb 951 pb
Oligo disefiado 0 pb fuera del gen
de la glucosacinasa.




7.4Cinéticas de crecimiento de la cepa S. coelicolor M145 y Asco2331.
S. coelicolor fue cultivada a 29°C en medio sdélido MS, hasta observar la formacion de
esporas en la superficie de la placa, se cosecharon las esporas (Ver apéndice) y se

almacenaron.

Se tomé una alicuota de las esporas antes cosechadas y se inocularon matraces con los
medios R2Y (para produccion de antibiéticos) y NMMP (medio minimo) suplementados con
diferentes fuentes de carbono, descritos en la tabla 6. Se cultivaron a 29°C, 250 rpm por 48
horas; transcurrido este tiempo se tomaron muestras para cuantificar biomasa, actinorrodina

y undecilprodigiosina.

Tabla 6. Fuentes de carbono y concentraciones usadas en cultivos liquidos.

Fuente de Carbono Abreviatura  Concentracion
Glucosa GLC 100 mM
Glutamato GLU 100 mM
Arabinosa ARA 100 mM
Manitol MAN 100 mM
Glicerol GLY 100 mM
N-acetilglucosamina NAC 100 mM
Celobiosa CEL 100 mM
Acetoina ACET 10 mM

Cinéticas de crecimiento en glucosa y acetoina.

En matraces bafleados de 250 mL que contenian 50 mL de medio 2xYT, se inocularon con
esporas y se incubaron a 29°C, a 200 rpm por 10 horas. Los cultivos se centrifugaron a 8000
rom durante 10 minutos, se lavaron una vez con un volumen de medio NMMP, se

resuspendieron en 10 mL de medio de NMMP y se leyo la absorbancia a 490 nm.

Se inoculd el volumen de preinéculo necesario para obtener una concentracion equivalente
inicial de 3x10° esporas pregerminadas (ver apéndice metodoldgico). Se utilizaron matraces
de 250 mL bafleados con medio NMMP con glucosa 100 mM y se tomaron muestras a las 0,
10, 12, 24, 48, 60, 72, 96, 120 y 144 horas; se realizd o mismo con medio NMMP con

acetoina 10 mM como fuente de carbono.



Determinacién de crecimiento por peso seco

Para las determinaciones de crecimiento se tomaron muestras de 5 mL del cultivo microbiano

a intervalos determinados, se filtraron al vacio sobre discos de papel filtro Whatman no. 1,

previamente llevados a peso constante y pesados. La biomasa recuperada fue secada vy

pesada.

Determinacion de metabolitos secundarios.

Actinorrodina

1.
2,
3.
4.
5,

Tomar 1 mL de muestra (medio y micelio) y adicionar 500 uL de KOH 3 M.
Incubar en agitacién constante por 12 horas.

Centrifugar a 8000 rpm por 5 min.

Recuperar 500 uL en un tubo de vidrio.

Medir absorbancia a 640 nm.

El coeficiente de extincidn molar es de 25320 M'cm™ (Bystrykh et al., 1996).

Undecilprodigiosina

1.

© 0o N o g bk b

Tomar 1 mL de muestra

Centrifugar a 6000 rpm por 5 minutos.

Tirar sobrenadante

Evaporar el liquido restante.

Anadir 1 mL de metanol acido (pH 2, con H,SOy,) a los pellets.
Macerar el micelio con palillos.

Incubar en agitacién constante por 12 horas.

Centrifugar a 8000 rpm por 5 minutos.

Recuperar sobrenadante.

10.Leer absorbancia a 530 nm.

El coeficiente de extincion molar es de 100150 M™'cm™ (Kang, et al., 1998).



8. RESULTADOS Y DISCUSION
A. Busqueda in silico del gen que codifica a un regulador transcripcional tipo MarR.
Se realizé una busqueda de reguladores putativos tipo MarR en el genoma de S. coelicolor

usando la base de datos p2tf (http://www.p2tf.org/). Se tomaron en cuenta solamente los

genes del cuerpo del genoma, es decir, que estan dentro del rango de sco2000 y sc06999,
ya que los genes que no estan en los brazos del genoma generalmente son los involucrados
en el metabolismo primario y los mas conservados (Bentley et al., 2002; Ikeda et al, 2003).
De la busqueda se encontraron 20 genes que se describen en la primer columna de la tabla
7. En la segunda columna se enlista el gen objetivo de los posibles reguladores tipo MarR,
los cuales se encuentran divergentemente transcritos, cabe aclarar que los genes que no
tienen un gen divergente fueron eliminados de esta lista. Posteriormente a cada gen objetivo
se busc6 su anotacion en la base de datos de  Streptomyces
(http://strepdb.streptomyces.org.uk/) y de las bases de datos: BIOCYC, KEGG y de
alineaciones en BLAST se tomaron la funcion, via metabdlica y posible reaccion donde
podrian estar participando.

Tabla 7. Lista de genes tipo MarR en el cuerpo de genoma de S. coelicolor, el gen que posiblemente

regula y las funciones putativas.

Gen Gen Anotacion en BLAST / BIOCYC/ Via metabdlica Posible reaccion
MarR objetivo  strepdb KEGG que cataliza
$€02209 sc02208  carboxilesterasa carboxilesterasa
sc02331 sco2332  hidrolasa Acetoin Glucdlisis/Gluconeo  Oxidacion de
deshidrogenasa, génesis acetoina, NADH =>
componente E2 Ciclo del TCA acetil-CoA
Piruvato Biosintesis de Oxidacion de
deshidrogenasa, metabolitos piruvato, Piruvato =>
componente E2 secundarios. acetil-CoA
sc02398 sc02397  oxidorreductasa Polipeptidoxirreductasa
$C02647 SC02646 Proteina integral de Proteina integral de
membrana membrana
$Cc02928 sc02927  4-hidroxifenilpiruvato 4-hidroxifenilpiruvato
deshidrogenasa deshidrogenasa
putativa putativa
sC02987 $C02986 Proteina hipotética Proteina hipotética
conservada. conservada.

sco3414 sco3415 Esterasa Alfa/beta hidrolasa


http://www.p2tf.org/
http://www.p2tf.org/getSequence.php?base=Strc2DB&gene=SCO2209
http://www.p2tf.org/getSequence.php?base=Strc2DB&gene=SCO2398
http://www.p2tf.org/getSequence.php?base=Strc2DB&gene=SCO2647
http://www.p2tf.org/getSequence.php?base=Strc2DB&gene=SCO2928
http://www.p2tf.org/getSequence.php?base=Strc2DB&gene=SCO2987
http://www.p2tf.org/getSequence.php?base=Strc2DB&gene=SCO3414

sc03632

sco03914

sc04032

sco4122

sc04197

sco4336

sco4375

sco4407

sc04961

sc05287

sc05323

sc06620

sco6704

sc03633

sco3915

sco04033

sco4121

sc04196

sco4335

sco4373

sco4406

sc04962

sc05286

sco5404

SCc06619

sco06703

Proteina de union a
transportador tipo ABC
Proteina
transmembranal de
eflujo.

Proteina hipotética

Proteina de membrana

Anhidrasa acida de
organofosfato.

Proteina hipotética

Proteina mut-like

Proteina hipotética

Treonin deshidratasa

Hidrolasa

Cinasa sensor de dos
componentes

Deshidrogenasa

Subunidad A de 3-
oxoadipato coA-

transferasa

Proteina de union a
transportador tipo ABC

Transportador

Proteina hipotética de
membrana

Proteina de membrana

Anhidrasa acida de
organofosfato

Proteina hipotética

Proteina mut-like

Proteina hipotética

Treonin
deshidratasa/deaminas

a

Lisozima

Histidina cinasa

Deshidrogenasa/
oxidorreductasa
Succinil-coA: 3-
cetoacido-coA

transferasa

Via de sintesis de
leucina, valina,
alanina e

isoleucina.

Via de glucdlisis y
variante VIII del
TCA

Succinil-coA +
acetoacetato <=>
succinato +

acetoacetil-coA

De los 20 genes enlistados, los que resultaron mas interesantes por estar posiblemente

involucrados en la regulacién de genes implicados en la produccion de los precursores para

las vias de biosintesis de antibioticos fueron: sco2331 y sco6704. El sco2331 podria estar

regulando al gen sc02332 el cual podria tener un papel importante en glucdlisis y el ciclo de

los acidos tricarboxilicos, en una reaccion que tiene como uno de los productos acetil-CoA, el

cual es un precursor para policétidos, el NADH que es el poder reductor para la sintesis de

ambos antibiéticos modelo y el TCA que provee precursores para la produccion de

undecilprodigiosina. Por otro lado sco6704, estaria regulando a sco6703, el cual también

estaria involucrado en la glucdlisis y TCA a través de una reaccién de succinil CoA

transferasa.
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http://www.p2tf.org/getSequence.php?base=Strc2DB&gene=SCO3914
http://www.p2tf.org/getSequence.php?base=Strc2DB&gene=SCO4032
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Con base al analisis de estos dos posibles candidatos, se decidié estudiar el regulador tipo
MarR sc02331, el cual tiene un tamarno de 414 pb, debido a que es el candidato que podria
estar involucrado en la produccién de importantes precursores para la sintesis de los dos
antibiéticos: undecilprodigiosina y actinorrodina, lo anterior reforzado con diferentes reportes
donde se demuestra el papel importante de la acetil-CoA y el NADH en la biosintesis de
antibiéticos (Banchio et al., 2002, Coze et al., 2013, Borodina et al., 2008).
B. Construccién de la mutante Asco2331 en S. coelicolor

La mutante Asco2331 se construyd utilizando la técnica de PCR targetting que se basa en la
recombinacion homologa que permite la sustitucidn del gen blanco por un gen de resistencia,
en este caso, apramicina. Para ello se requiere de la secuencia homodloga, que en este caso
se obtuvo por una biblioteca de césmidos cuyas secuencias se encuentran depositadas en la
base de datos Strepdb (http://strepdb.streptomyces.org.uk/).

El primer paso fue buscar en Strepdb el cosmido que contiene el gen de interés. Por otro
lado, para obtener el gen de resistencia se aislo el plasmido plJ773, el cual contiene el gen

de resistencia a apramicina.

Aislamiento del plasmido plJ773

El plasmido plJ773 contiene el casete con el gen de resistencia a apramicina, se extrajo de
E. coli DH5a. En la figura 12 se muestra el resultado de dicho aislamiento en los carriles 1y
2.

pb Figura 12 Gel de agarosa al 0.8% donde se observa
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- — — 3000 Carril 5: Marcador de peso molecular 1 Kb.



Aislamiento y caracterizacién del cosmido StC53

Con el fin de corroborar la identidad del coésmido StC53, éste se aisld y digiri6 con BamHI;ya
que el patron in silico resulto ser el mas facil de identificar. El patron de digestion
experimental se comparé con el In silico Experimental
obtenido in silico en 12
(strepdb.streptomyces.org.uk), el
resultado se observa en la figura 13,

donde la digestion del césmido StC53 Carril 1. Digestion
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con BamHl in silico (izquierda) y experimental (derecha).
que en el mapa del plasmido plJ773
podemos observar que las enzimas EcoRI y Hindlll liberan el fragmento que contiene el
casete, con el gen aac(3)IV y el oriT.
Una vez comprobada la identidad del césmido StC53, se transformdé en células
electrocompetentes de E. coli BW25113/plJ790, generando la cepa BW25113plJ790/StC53,
las cuales se almacenaron en glicerol al 20%.

Digestion del plasmido plJ773

El plasmido plJ773 (figura 10) fue digerido entonces con EcoRI y Hindlll y se obtuvo un
fragmento de 1384 pb que contiene el gen de resistencia a apramicina aac(3)IV y el oriT

como se muestra en la figura 14. El fragmento de 1384 pb fue purificado del gel de agarosa



(kit Qiagen), el producto fue usado como molde para la amplificacién del casete de

resistencia a apramicina.
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Disefio de oligonucledétidos para amplificacién del casete de interrupcion

El disefio de los oligonucleétidos, como ya se menciond en material y métodos (ver figura
11), se llevé a cabo de acuerdo a Gust et al., 2003. Se tomaron las secuencias de la region
intergénica y 6 pb del gen a los que se les agrego la secuencia FRT contenida en el casete
de apramicina. Lo anterior con el fin de que al amplificar el casete de resistencia, éste

adquiera la regién homologa para que se lleve a cabo la recombinacion (Figura 15)

( Azul: Gen sco2331‘\
Rojo: regién intergénicario arriba y rio abajo del gen sco2331
Verde: secuencia del casete de resistencia
Subrayado: secuencia de oligonucledtido.
Oligo Egrward. . ATGTTTATATACGAGTGTTGATACGCTAACACCATGGCGATTICCGGGGATCCGTCGACC

Gen sco2331:

ATGTTTATATACGAGTGTITGATACGCTAACACCATGGCGACCGACCTGGAAGTCCTCGGGCAGGCGATCAA
GCGTGCCCAGTACCGCAACCACCGCGCGATGGACGCAGCGCTGCGCGAGACCGGGGTCAGCCTCGTCCA
GTGGGACGCGCTGCGCGCCATCGAGCGGATGCCCGGAGCCTCTGGGCACGAACTGGCCGTCGCGACGTT
CCAGAGCGACCAGGCGTTCGGCACCCTCGCGAACCGGCTCGTGGAGCGCGGGCTCATCACCCGGTCCGC
AGGCCGTGGGCGACGCCTCGATCACGCGCTCACCGAGTCGGGGCGGGLGGCACTCGCGGAAGGGLCGGL
AGTTGGCGACCGGTGTCCTGCGGGACCTCTTICGCACCTCTCGGCGAGGAGCAGCGGGCGCAACTGCTGC
GCGCGCTCCGGGACCTGACCGAGGGCCCCTAGGTCAGGGACTCCTGCGACGGCACGACGACCCCG

kOIigD Reverso: GAAGCAGCTCCAGCCTACACCCTAGGTCAGGGACTCCTGCGACGGCACGACGACCCCG

Figura 15. Oligos disefiados para la amplificacion del casete de resistencia a apramicina.



Amplificacién por PCR del casete de interrupcion
Después de la purificacion del casete generado por la restriccion, éste fue amplificado con
los oligos disefiados, los cuales afiadieron al casete secuencias homologas rio arriba y rio
abajo del gen sc02331 necesarias para la recombinacién homologa en el cosmido StC53. La
banda que se esperaba era de 1462 pb que observamos en la figura 16, que corresponde a
1384 del casete y 78 nucledtidos de la region que delimita al gen.

123

Figura 16. Gel de agarosa donde se
observa el casete extendido.
Carril 1. Marcador de peso molecular 1 Kb

Carril 3 Amplificacion del casete.

1462 pb

Una vez que se obtuvo el fragmento esperado, se purifico la banda con el kit de Qiagen. La
cepa de E. coli BW25113/plJ790/StC53, se crecid en medio con L-arabinosa para inducir la
expresion del sistema A RED y por consiguiente la recombinacion. Posteriormente se
seleccionaron las colonias de E. coli por la resistencia a apramicina, esta adquisicion

evidencia la recombinacién del casete de resistencia por el gen sco2331.

Verificacion del reemplazo del gen sc02331 en el cosmido StC53.

Con el fin de obtener un patron de digestion con el cual poder comparar el césmido silvestre
con el cosmido interrumpido, se realizd la construccion in silico del césmido StC53apra
donde se hizo el intercambio del gen sco2331 por el casete de resistencia, ésta construccion
y la secuencia del cosmido silvestre se sometieron a digestiones in silico en el programa ApE
(A plasmid Editor). Comprobamos que en el caso del césmido interrumpido se liberd un
fragmento de 751 pb que corresponde al gen aac(3)IV, en tanto que el cosmido silvestre
digerido con Sacl no libera dicho fragmento. En la figura 17 se muestran las digestiones in

silico de ambos coésmidos.
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Figura 17. Digestiones in silico de cosmido silvestre (izquierda) e interrumplido (derecha) en el
programa ApE. Carril 1 Marcador de peso molecular del programa ApE; carril 2 digestion in silico.

Después de obtener las colonias de E. coli BW25113 con el fenotipo de resistencia a
apramicina, se extrajo el cosmido presuntamente interrumpido y se realizé la digestion con la
enzima Sacl con el fin de comprobar el reemplazo del gen sco02331 por el casete de
resistencia a apramicina en el cosmido. En la figura 18 el carril 3 muestra la digestion del
césmido StCS53apra que liberd6 751 pb correspondiente a un fragmento del casete de

apramicina.



Figura 18.
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Figura 18. Digestion del césmido mutante.

Conjugacion intergenérica

Después de comprobar el intercambio del gen en E. coli BW25113, se aislé el cosmido
mutante y se transformo en células electrocompetentes de E. coli ET12567. Posteriormente
si la conjugacion y la recombinacion fueron exitosas el cosmido StC53apra recombind con el
genoma de S. coelicolor generando un fenotipo de resistencia a apramicina gracias al gen
aac(3)IV y de sensibilidad a kanamicina, ya que el cosmido contiene esta resistencia y se
pierde después de la recombinacion. De no llevarse a cabo una recombinacion exitosa, las
mutantes tendrian el fenotipo de resistencia a apramicina y kanamicina. En la figura 19 se
muestran colonias resistentes a apramicina, de estas colonias que mostraron resistencia, se
tomaron 300 colonias al azar y se resembraron en medios MS y DNA solo con apramicina y
estos mismos medios s6lo con kanamicina; las colonias que resultaron tener un fenotipo
apramicina® y kanamicina® fueron diez y se resembraron de nuevo. Después de las
resiembras y aislamientos secuenciales en los medios de seleccion, en la figura 20 se tomo
una colonia con el fenotipo deseado apra® y kan® (Asc02331) y la cepa M145 (silvestre) cuyo
fenotipo es apra® y kan®, ambas cepas fueron sembradas en medio DNA con diferentes

antibiéticos, tomando como control negativo la placa sin antibiético.



Figura 19. Placa de MS con colonias resistentes a apramicina

Placa de DNA Placa de DNA + apramicina  Placa de DNA + kanamicina

Figura 20. Confirmacion del fenotipo de las exconjugantes. Lado izquierdo de las placas corresponde

a la cepa Asco2331 y el lado derecho a la cepa M145 (silvestre).

Comprobacién de la mutante S. coelicolor Asco2331

A las colonias aisladas que presentaron el fenotipo esperado se les realizé6 un PCR para
confirmar el reemplazo. Para ello se aisl6 DNA gendémico y se usaron oligonucleétidos que
amplifiacaban el gen sco2331 (Tabla 5, Fw2331 y Rv2331) con los cuales se esperaba un
amplicdn de 456 pb para la cepa silvestre y 1434 pb si el gen habia sido reemplazado por el
casete de resistencia. Los oligonucledtidos FwApra y RevApra (Tabla 5) amplificaban un
fragmento de 223 pb del gen aac(3)IV, el cual s6lo debe estar presente en la cepa mutante.
Como control positivo se usaron los oligonucleétidos FwGIk y RevGlk (Tabla 5) que

amplifican el gen de la glucosacinasa (951 pb), la cual esta presente en ambas cepas.
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Como se observa en el gel de agarosa de la figura 21, la reaccion de PCR para amplificar el
gen sco2331 en la cepa WT corresponde a un fragmento de 456 pb que es la suma del gen
(414 pb) y los nucledtidos fuera de este. En cambio el fragmento de la cepa Asco2331 es de
1434 pb que es la suma del tamafo del gen de resistencia a apramicina (1382 pb) y los
nucledtidos fuera. Las reacciones para amplicar la glucosacinasa (951 pb) fungieron como
controles positivos de la reaccion de PCR. Ademas, se realizé una PCR para amplificar una
region de 221 pb del gen aac3(1V), que se purificd y secuencié. Con esto podemos concluir
que la cepa, cuyo fenotipo corresponde al de resistencia a apramicina y sensibilidad a
kanamicina, tiene el gen sco2331 intercambiado por el gen de resistencia a apramicina
aac3(lV).

Secuenciacion

Los productos de PCR que se muestran en la figura 21 fueron extraidos del gel, purificados
(Qiagen) y secuenciados. Las secuencias obtenidas (anexo de resultados) fueron alineadas
con las esperadas utilizando BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool), se muestra un

resumen en la tabla 8.



Tabla 8. Productos de PCR secuenciados.

. Fragmento . DNA gendmico | Oligonucleotidos | Amplicon . Resultados del

. amplificado __:molde . esperado __ :BLASTn
i Gen sc02331 i S. coelicolor 12331  Gen sco02331, i ldentidad: 99%
M4 ,456pb . i Cobertura94%
: Casete de 1 S. coelicolor 1 2331 : Casete de i |dentidad: 99%

I apramicina + Asco2331 ; ' resistencia, 1434 : Cobertura: 98%
S SO SRNN SRS b
i Region de 221 pb : S. coelicolor | apra i Fragmento del | Identidad: 97%

! ! ! ! ! : 599

i del gen aac(3)IV i Asco2331 i ' gen aac@3)lV, | Cobertura: 59%

221pb

La secuencia del fragmento correspondiente a la reaccion de PCR de DNA gendmico de la
cepa silvestre con los oligonucledtidos disefiados para amplificar el gen sco2331, fue
alineada con el gen sc02331 con BLAST, teniendo como resultado una identidad del 99% y
una cobertura del 94%, lo cual soporta que el resultado de la secuenciacion fue el gen
sc02331. El resultado de la secuenciacion tiene un tamafio cercano a los 456 pb que son los

esperados.

El resultado de la secuenciacion se alined con la secuencia del casete de apramicina,
obteniendo una identidad del 99% y una cobertura del 98%; estos resultados ademas del
tamafo del fragmento, nos indicaron que el gen aac(3)IV esta insertado en el genoma en

lugar del gen sco2331.

La secuencia del fragmento correspondiente a la reaccién de PCR de DNA gendmico de la
cepa mutante con los oligos disefiados para amplificar una region de 221 pb del gen de
resistencia a apramicina, fue alineada con el fragmento del gen aac(3)IV, que seria
amplificada con los oligos si la mutacion fuera exitosa; de este alineamiento se obtuvo un
97% de identidad y 59% de cobertura.



C. Caracterizacion de la cepa mutante

Caracterizacion bioquimica

Una vez comprobado el genotipo de la exconjugante seleccionada, se procedio a realizar una
caracterizacion metabolica usando pruebas arie 20 c aux (Figuras 22 y 23) con diversas fuentes
de carbono para comparar su utilizacion por la cepa WT y la mutante Asco2331 (Ver
apéndice).

En las tira ari 20 c aux (Figura 22) con medio minimo (MM) se agreg6 purpura de bromocresol
que es un indicador cuyo intervalo de transicion de pH oscila entre 5.2 y 6.8. El color amarillo
indica acidificacion del medio debido a la presencia de los acidos organicos producidos por la
utilizacién de la fuente de carbono. La cepa M145 (silvestre) fue capaz de utilizar glutamato,
glicerol, arabinosa y celobiosa, mientras que la cepa Asco2331 vir6 el color en los pozos con
glutamato, glicerol, arabinosa, xilitol, N-acetilglucosamina, celobiosa y rafinosa. Todo esto se
llevd a cabo para realizar un primer acercamiento y observar si existen cambios en el
metabolismo primario en la cepa mutante respecto a la silvestre y para comprobar si estos

afectan la produccion de metabolitos secundarios se realiz6 el siguiente experimento.
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Con el objetivo de identificar una diferencia en la producciéon de metabolitos secundarios de
la cepa Asco02331 respecto a la silvestre, se utilizé el medio API C, ya que al ser un medio
complejo y tener lo necesario para el crecimiento de la bacteria, se esperaria favorecer la
produccion de metabolitos secundarios. En la Figura 23 podemos observar a la cepa silvestre
(M145) y la cepa mutante (Asco2331) con diferentes fuentes de carbono. El color se debe a
la produccion de metabolitos secundarios en ambas cepas. Los resultados de manera
cualitativa se muestran en la tabla 8, donde (-) significa que no se observa produccion y
mayor produccion (+). De los resultados que se muestran en la tabla 9, los que nos
parecieron mas interesantes, por observarse una produccion mayor de antibidticos en la
cepa mutante, como ocurre con N-acetilglucosamina (NAG) y glucosa (GLU) como fuente de
carbono.

Tabla 9. Resultados cualitativos en produccion de metabolitos secundarios en galerias API® 20 C
AUX.

' Fuente de | Cepasilvestre | Cepa Mutante | Fuentede | Cepasilvestre | Cepa Mutante
~Carbono | (M145) | (Asco2331) | Carbono | (M145) | (Asco2331) |
" Sinfuente | - T S UUsorR T
el R R Vs RN S e
_____ GLY + v+« U NAG 0+ s
______ oKG I CRL T ey
______ ARA '+ T+ Lac 0wy
_____ XYy o+ 0+ U U MAL T+ o
""" DG T g m e
_____ XLT ¢+ T UUTRE U w0y
______ GAL |+ e Mz s e
NG T T S RAET T e PRI

Debido a que se observaron diferencias cualitativas en la produccion de metabolitos
secundarios mediante el sistema APl 20 C AUX. Se realizaron cultivos en medio minimo
NMMP para evaluar la utilizacion de la fuente de carbono y en medio R2Y para evaluar la
produccion de metabolitos secundarios utilizando diferentes fuentes de carbono. La
produccion de metabolitos se realizé respecto a la biomasa. En la figura 24 se muestran los
resultados de los cultivos a las 48 h de fermentacién que es cuando comienza la produccion

de los antibiodticos y la fase estacionaria del cultivo. Las fuentes de carbono se seleccionaron



NMM
Cepa
M145

tomando en cuenta los resultados de las tiras APl 20 C AUX y la via catabdlica de las fuentes
de carbono.

Figura 24. Comparacion de la produccién de metabolitos secuntarios de cepa silvestre y mutante en
diferentes medios y fuentes de carbono a las 48 horas.

P NMMP R2Y R2Y Fuentede  NMMP NMMP R2Y R2Y Fuente de

Cepa Cepa Cepa Carbono Cepa Cepa Cepa Cepa carbono
(WT)  Asc02331 M145(WT)  Asco02331 M145 (WT)  Asc02331 M145(WT)  Asco2331

Glucosa Glicerol
100 mM 100 mM
(GLC) (GLY)
Glutamato N-acetilglu-
100 mM cosamina
(GLL) 100 mM
(NAC)
Arabinosa Celobiosa
100 mM 100 mM
(ARA) (CEL)

Cualitativamente observamos diferencias en los resultados de las galerias API respecto a los
mostrados en la figura 24, esto se debe a que son medios de cultivo dinstintos y que el
tiempo de la toma de muestra es desigual. Ademas, se observaron diferencias tanto en
cantidad de biomasa como de produccion de antibioticos en los cultivos en medio NMMP y
R2Y en las diferentes fuentes de carbono, comparando la cepa silvestre y la mutante. Por
ello, se decidié comparar estos resultados cuantitativamente, por lo que después de 48 horas
de cultivo a 29°C y 250 rpm, se tomaron muestras de los cultivos para medir produccion de

biomasa, actinorrodina y undecilprodigiosina respecto a la biomasa.



Los resultados (Ver anexo de resultados) obtenidos fueron graficados y procesados
estadisticamente (ANOVA seguido de prueba de Tukey) para saber si existen diferencias

significativas en los cultivos con el mismo medio y fuente de carbono pero inoculados con

cepa silvestre o mutante.
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Grafica 1. Rendimiento de RED en medio NMMP a las 48 horas de incubaciéon con diferentes fuentes
de carbono. M145: cepa silvestre, A2331: cepa mutante. (*) Diferencia estadisticamente significativa.
(mM RED/ g de biomasa)

GLC Glucosa; GLY glicerol; GLU glutamato; CEL celobiosa; NAC N-acetilglucosamina; ARA
arabinosa.

En la grafica 1 observamos el rendimiento de RED respecto al crecimiento en medio NMMP
con diferente fuente de carbono, los medios NMMP suplementados con glucosa son los
unicos que tienen diferencias significativa entre ellos ya que la cepa mutante tiene mayor

rendimiento en la produccién de RED (1,710 mM/qg).
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Grafica 2. Rendimiento de RED en medio R2Y a las 48 horas de incubacion con diferentes fuentes de
carbono. M145: cepa silvestre, Asco2331: cepa mutante. (*) Diferencia estadisticamente significativa.
(mM RED/ g de biomasa)
GLC Glucosa; GLY glicerol; GLU glutamato; CEL celobiosa; NAC N-acetilglucosamina; ARA
arabinosa.

La grafica 2 muestra el rendimiento de RED respecto al crecimiento con diferentes fuentes de
carbono en medio R2Y. Los cultivos con diferencias significativas son los suplementados con
celobiosa, glicerol y arabinosa; en los tres casos la cepa mutante (Asco2331) tiene un mayor
rendimiento respecto a la silvestre. También podemos notar que el cultivo con un mayor
rendimiento es el suplementado con celobiosa, la cual es un disacarido formado por dos

glucosas unidas por un enlace 1p—4, seguido de la arabinosa y el glicerol.
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Grafica 3. Rendimiento de ACT en medio NMMP a las 48 horas de incubacién con diferentes fuentes
de carbono. M145: cepa silvestre, Asco2331: cepa mutante. (*) Diferencia estadisticamente
significativa.

(mM ACT/ g de biomasa)

GLC Glucosa; GLY glicerol; GLU glutamato; CEL celobiosa; NAC N-acetilglucosamina; ARA
arabinosa.

En la grafica 3 se muestra el rendimiento en la produccién de ACT respecto a crecimiento en
el medio NMMP, donde los unicos cultivos con diferencia significativa son los suplementados
con arabinosa y glucosa. En el caso de la glucosa la cepa mutante tiene un mayor

rendimiento en la produccion de ACT, fendmeno contrario observado en arabinosa donde la

cepa silvestre presenta un mayor rendimiento.
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Grafica 4. Rendimiento de ACT en medio R2Y a las 48 horas de incubacion con diferentes fuentes de
carbono. M145: cepa silvestre, Asco2331: cepa mutante. (*) Diferencia estadisticamente significativa
(mM ACT/g de biomasa)

GLC Glucosa; GLY glicerol; GLU glutamato; CEL celobiosa; NAC N-acetilglucosamina; ARA
arabinosa.

Los rendimientos de ACT con respecto al crecimiento en cultivos de R2Y con diferentes
fuentes de carbono, se presentan en la grafica 4. Los medios con glicerol, celobiosa, N-
acetilglucosamina y arabinosa son los que presentan diferencias estadisticamente
significativas. Mientras que los cultivos que contienen CEL y NAC, el rendimiento de ACT es
mayor en la cepa silvestre, en los medios con GLY y ARA la cepa mutante tiene un mayor
valor de rendimiento.

Los metabolismos primario y secundario de Streptomyces, como ya se ha mencionado son
afectados por los nutrientes, como lo son otros eventos celulares (Rigali et al., 2006, Rokem
et al. ,2007) que implican muchos reguladores ya sea directamente y/o indirectamente (Yang
et al., 2009). A este respecto, existen reguladores que afectan el metabolismo primario sélo
bajo un estado de nutrientes especifico, sin alterar dramaticamente la produccién de
antibidticos o teniendo un efecto pequefio. Las funciones de estos son faciimente
enmascaradas por los numerosos nutrientes en los medios complejos, que son la eleccion
convencional para el cultivo de estreptomicetos (Yang et al., 2010). Para superar estos
obstaculos, en el presente trabajo se usaron los medios NMMP en el que se podia conocer y

controlar la fuente de carbono y el medio R2Y que se considera un medio complejo, ya que



tiene como objetivo la produccion de antibiéticos, en especial de RED por contener prolina,
que es un precursor de antibidtico, ademas de extracto de levadura como fuente de

nitrégeno.

En medio NMMP S. coelicolor A3(2) produce actinorrodina y undecilprodigiosina solo cuando
el cultivo entra en fase estacionaria de crecimiento (Takano et al., 1992). En cultivos liquidos
se ha encontrado que la produccion de RED esta asociada a la acumulacion de biomasa

(Hobs et al. 1990) y frecuentemente precede a la sintesis de ACT (Strauchet al., 1991).

Se sabe que algunas fuentes de carbono regulan la biosintesis de antibiéticos, como la
glucosa, y la N-acetilglucosamina. En el caso de la glucosa se sabe que su presencia,
reprime la produccion de antibioticos, pero los mecanismos no han sido clarificados. Se sabe
que la glucosacinasa tiene un papel importante en la represion de la utilizaciéon de fuentes de

carbono alternativas (Hodgson et al., 1982; Liu et al., 2013).

La N-acetilglucosamina (NAC) se transporta y forsforila por PTS, una vez fosforilada sirve
como una molécula sefalizadora que se une al regulador DasR (Deficient in aerial mycelium
and spore formation), reprimiendo la expresion de actll-ORF y redZ, modificando la
produccion de ambos metabolitos (Hoskisson & Rigali, 2009). Por el contrario la adicion de
NAC a cultivos con medio minimo estimula la produccion de antibiéticos y el desarrollo, esta
observacion es dificil de explicar debido a las actividades reportadas para DasR (Liu et al.,
2013).

El gen que posiblemente este regulando el sco2331, es el sc02332, el cual se encuentra
divergentemente transcrito a la proteina MarR y que tiene identidad con el componente E2 de
la acetilCoA deshidrogenasa y acetoina deshidrogenasa; las cuales catalizan una reaccion
de oxidacion (Ver figura 25 ) cuyo producto es la AcetilCoA, provocando variaciones en la
poza de este producto metabdlico, que como se ha descrito tiene importantes efectos en la
produccion de metabolitos secundarios y podria explicar los efectos descritos anteriormente;
ya que no solo es el precursor del malonil-CoA. También alimenta al ciclo de Krebs, el cual

aportaria los otros precursores necesarios para la sintesis tanto de RED y ACT.
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Figura 25 Reaccidn llevada a cabo por el complejo acetilCoA deshidrogenasa.

La interrupcion del gen sco2331 no parece afectar el metabolismo general de la célula;
respecto al crecimiento en las condiciones probadas, se observé que la produccion de
biomasa de la cepa Asc02331 es ligeramente menor en todos los medios, sin embargo, no se
realizé un analisis estadistico para corroborar esta diferencia.

En el caso de la produccion de RED en cultivo NMMP (Grafica 1), en todos los cultivos con
las diferentes fuentes de carbono hubo produccion de RED, pero los Unicos que presentaron
diferencia significativa entre si fueron los suplementados con GLC, donde el titulo de
antibiético es mayor para la cepa mutante. Como ya se menciond, la glucosa ejerce un efecto
negativo en la produccion de antibiéticos, por lo que la sobreproduccién podria explicarse de
manera que la mutante podria estar salvandose de este efecto o que de alguna forma la
poza de acetil-CoA incrementara lo que afectaria la cantidad de precursores para la
biosintesis de RED. Ademas comparando el rendimiento de RED en NMMP con glucosa y
los rendimientos obtenidos en medio R2Y, en medio minimo es mucho mayor; una
explicacion a esto podria ser el estrés al que se somete la célula en un medio con fuentes
limitadas de nutrientes.

El medio R2Y es un medio complejo, por contener entre otras cosas, extracto de levadura
como fuente de nitrdgeno, ademas se adiciond prolina para favorecer la produccion de
antibidticos, sobre todo RED, como se demuestra en algunos estudios (Hobs et al., 1990),
por lo que se esperaria un mayor titulo de antibiéticos, efecto que no se se observa en los
cultivos realizados. Lo anterior podria deberse a que al ser un medio rico, el cultivo tardaria
mas tiempo en llegar la fase estacionaria y por tanto en la produccion de metabolitos
secundarios; hay que tomar en cuenta que los datos reportados son para las 48 horas, tal
vez a tiempos mayores de fermentacién veriamos un mayor rendimiento en medio R2Y. Se
observa diferencia significativa en la produccion de RED en los medios R2Y suplementados
con glicerol, celobiosa y arabinosa; en los tres casos la cepa Asco2331 tiene mayor
rendimiento que la cepa silvestre. El glicerol puede incorporarse a la glucélis y obtener acetil-
CoA, la arabinosa también podria incorporase a esta via, siendo catabolizada



hasta 3-P-gliceraldehido, que se incorpora en la glucdlisis. Con celobiosa se presenté el
mayor rendimiento en cultivo, y por ser un dimero de glucosa se pensaria que es
metabolizada via glucalisis (ver figura 26).

Las tres fuentes de carbono que presentaron diferencias estadisticamente significativas en
medio R2Y para la produccion de RED son: GLY, CEL y ARA, algunos de sus productos de
degradacion podrian incorporarse a la glucdlisis, por lo que se afectarian la poza de acetil-
CoA; a diferencia de otras como el glutamato en cuyo rendimiento no se obtuvieron
diferencias significativascuyos productos catabolicos alimenta al ciclo de Krebs. Lo anterior
nos lleva a pensar la hipotesis de que la mutante, gracias al efecto del gen sco02331 tiene
afectado el gen que se presume como objetivo (sco2332) y por consiguiente tiene un cambio
en el equilibrio de la reaccion por lo que acumularia acetil-CoA.
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Figura 26. Mapa metabdlico donde se muestra la incorporacion al metabolismo primario de las
fuentes de carbono elegidas: glucosa, celobiosa, N-acetilglucosamina, glicerol, arabinosa, acetoina,
glutamato. Las lineas punteadas representan mas de un paso en la incorporacién de moléculas a la

glucdlisis. (Modificado de Centeno, 2014)

Sabiendo que el principal precursor de la actinorrodina es el malonil-CoA, que proviene de la
acetil-CoA por accion de la acetilCoA-carboxilasa, ademas del poder reductor (NADH),
podria explicarse que las fuentes de carbono que se metabolizan por glucdlisis, como la

glucosa, arabinosa, N-acetilglucosamina y celobiosa tuvieran un impacto favorable en la



produccion de ACT en medio NMMP, pero solo lo observamos en el rendimiento de la
produccion en el cultivo con glucosa y arabinosa. Se ha reportado el efecto represor de la
glucosa sobre la produccidon de ACT, el cual se observa en la cepa silvestre per no en la
mutante, lo que podria contribuir a la sobreproduccion en la cepa Asco2331.. El fendmeno
contrario observamos en arabinosa, en donde la produccion de ACT en la cepa mutante fue
menor respecto a la silvestre en medio NMMP, esto podria deberse a que los intermediarios
catabdlicos de la arabinosa si bien pueden incorporarse a la glucdlisis, la arabinosa también
puede generar por ejemplo, nucledtidos.

En el medio R2Y, la producciéon de actinorrodina fue estadisticamente significativa en los
medios con glicerol, celobiosa, arabinosa y N-acetilglucosamina. En el caso de la NAC vy la
CEL, el rendimiento fue mayor para la cepa silvestre. Como ya se menciond, esto podria
explicarse por el retardamiento en la produccion de este antibidtico ya que se muestreo a las
48 horas, por lo que no se sabe si a tiempos mas prolongados la produccidon habria sido
mayor, implicando que no necesariamente la produccion estuviera dismunuida. En cambio
los cultivos con ARA y GLY favorecieron la sobreproducciéon de ACT en la cepa Asco2331,
una explicacion a esto es que el catabolismo de estas fuentes podria estar favoreciendo la

poza de acetil-CoA.

Siguiendo la idea que el gen objetivo del sco2331, podria estar involucrado en una reaccion
de oxidacion cuyo principal producto es la acetil-CoA, partiendo de piruvato o acetoina;
deberia haber variaciones en la poza de acetilCo-A, y esto a su vez, afectar la poza de los
precursores. Es por ello que se decidié realizar una cinética de crecimiento de ambas cepas
(silvestre y mutante), en medio minimo (NMMP), ya que el R2Y al ser un medio completo
podria enmascarar los efectos del gen. En el experimento se siguié el incremento de la
biomasa, undecilprodigiosina y actinorrodina a través del tiempo; de nueva cuenta, con el fin

de comparar los perfiles de produccion.

Cinéticas de crecimiento en glucosay acetoina

Durante las cinéticas de crecimiento, se siguio la produccion de biomasa, undecilprodigiosina
y de actinorrodina, en medios NMMP suplementados con 100 mM de glucosa o 10 mM de
acetoina. A cada tiempo muestreado se calculd el rendimiento del antibidtico respecto a la

biomasa para cada condicion; en las siguientes graficas se reportan los resultados obtenidos.



La produccion de RED en medio NMMP con glucosa 100 mM (grafica 5) se encontrd

favorecida 25 veces mas en la cepa mutante.
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Grafica 5. Rendimiento de RED respecto a biomasa en medio NMMP 100 mM GLC.
(mM RED/g de biomasa)

El rendimiento de RED en acetoina (grafica 6) fue mayor tre veces en la cepa Asco2331,
teniendo la produccion maxima a las 96 horas, en contraste con la cepa silvestre que

aparecio a las 60 horas. En ambas cepas el rendimiento fue mayor en medio con glucosa
qgue con acetoina.
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Grafica 6. Rendimiento de RED con respecto a biomasa en medio NMMP 10 mM Acetoina.
(mM RED/g de biomasa).

Los rendimientos de actinorrodina en medio NMMP con glucosa (grafica 7) con relacion a la

biomasa fueron mayores 104 veces en la cepa mutante. Es l6gico pensar que la ACT al



producirse después que la RED, tendria que empezar su produccion a tiempos mayores que

la undecilprodigiosina, es por eso que el primer muestreo se llevé a cabo a las 48 horas.
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Grafica 7. Rendimiento de ACT con respecto a biomasa en medio NMMP con 100 mM GLC.
(mM ACT/g de biomasa).

En la grafica 8, se encuentra el rendimiento en la produccion de actinorrodina en medio
NMMP con acetoina. Al igual que con la produccion de RED en acetoina, la cepa mutante
tuvo 35 veces mayor rendimiento; ademas con glucosa hubo mayor produccién de ACT
respecto al cultivo adicionado con acetoina.
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Grafica 8. Rendimiento de ACT respecto a biomasa en medio NMMP 10 mM Acetoina.
(mM ACT/g de biomasa).



En todas las condiciones evaluadas, la produccion de RED y ACT en la cepa mutante fue
mayor que en la cepa silvestre. En los cultivos con acetoina (graficas 6 y 8), la mayor
produccion de metabolitos secundarios por parte de la mutante fue notable, esto podria
explicarse ya sea por el cambio en las pozas de precursores, tanto por el estrés, ya que la
acetoina es un compuesto muy téxico para la célula, se ha reportado que numerosos
microorganismos no son capaces de crecer en cultivos cuya fuente de carbono es la
acetoina (Xiao & Xu, 2007). Debido a los resultados obtenidos, es evidente que tanto la cepa
silvestre como la mutante fueron capaces de crecer y producir antibiéticos en medios cuya
unica fuente de carbono es la acetoina; respecto a esto, no hay estudios en donde se reporte
el crecimiento de Streptomyces en presencia de esta. Por estas razones antes de afirmar
que la cepa mutante es capaz de aprovechar mejor la acetoina como fuente de carbono,
debido a la hipdtesis del incremento de la poza de acetil-CoA para la produccion de
antibidticos, haria falta estudiar las vias por la que de manera silvestre el organismo es capaz

de usar esta fuente de energia.

Por otro lado, con la concentracion de 100 mM de glucosa en el medio (graficas 5y 7) se
esperaria el efecto negativo en la produccion; que como ya se ha discutido no parece
observarse en la cepa Asco2331. La ausencia de este efecto negativo podria ser por dos
factores ya expuestos, que el incremento de las pozas de precursores contienda con este
efecto o que la mutacién por medio de complejas redes de interacciones, que involucren

otras proteinas reguladoras, esté afectando la produccion.



9. CONCLUSIONES

Después de la busqueda, se eligio el gen sco2331 para analizar el efecto de su interrupcion

en Streptomyces coelicolor.

El gen sc02331 que codifica para un regulador tipo MarR fue intercambiado por un gen de

resistencia en el genoma de S. coelicolor M145.

La interrupcién parece afectar favorablemente la produccion de los antibidticos actinorrodina
y undecilprodigiosina en medio NMMP con glucosa (100 mM) y acetoina (10 mM). El
rendimiento respecto a biomasa en medio con GLC es mayor al de ACET para ambos

metabolitos secundarios.

Ademas, en cultivos de R2Y, la produccion de RED se ve favorecida en la cepa mutante en
cultivos con celobiosa, glicerol y arabinosa. En medio minimo suplementado con arabinosa,
la produccion de ACT se ve desfavorecida en la cepa mutante respecto a la silvestre; ocurre
lo mismo pero en cultivos de R2Y con celobiosa y N-acetilglucosamina. Mientras que en

cultivos con glicerol y arabinosa la produccion se ve favorecida.

PERSPECTIVAS

- Ensayos de EMSA para corroborar que la proteina sco2331 se une al DNA.

- Ensayos de gen reportero para saber si la proteina sco2331 es un TF.

- Mediciones de RNAm del posible gen blanco (sc02332) del TF tipo MarR.

- Dilucidar con ayuda de herramientas bioinformaticas, la via catabodlica de la

acetoina en Streptomyces coelicolor.
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11. ANEXO DE RESULTADOS
Resultados de secuenciacion
1. Amplificacion del gen sc02331

DNA genémico molde: S. coelicolor M145
Oligonucledtidos: 2331
Amplicon esperado: Gen sc02331, 456 pb.

BLAST de nucleotidos: resultado de secuenciacion vs sco2331
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast)

Identidad: 99% Cobertura 94%

Resultado de secuenciacion
NNNNNNNNNNNNNNNGNNTCCTCGGGCAGGCGATCAAGCGTGCCCAGTACCGCAACCACCGCG
CGATGGACGCAGCGCTGCGCGAGACCGGGGTCAGCCTCGTCCAGTGGGACG LG CTGCGCGCC
ATCGAGCGGATGCCCGGAGCCTCTGGGCACGAACTGGCCGTCGCGACGTTCCAGAGCGACCAG
GCGTTCGGCACCCTCGCGAACCGGCTCGTGGAGCGCGGGCTCATCACCCGGTLCCGLAGG LG
TGGGCGACGCCTCGATCACGCGCTCACCGAGTCGGGGCGGGCGGCACTCGLCGGAAGGGCGGe
AGTTGGCGACCGGTGTCCTGCGGGACCTCTTCGCACCTCTCGGCGAGGAGCAGCGGGCGCAAC
TGCTGCGCGCGCTCCGGGACCTGACCGAGGGCCCCTAGGTCAG
AGCTCCCTGCGACAGNACGA

Gen sco02331 http://strepdb.streptomyces.org.uk/
ATGGCGACCGACCTGGAAGTCCTCGGGCAGGCGATCAAGCGTGCCCAGTACCGCAACCACcGC
GCGATGGACGCAGCGCTGCGCGAGACCGGGGTCAGCCTCGTCCAGTGGGACGCGCTGLGCGL
CATCGAGCGGATGCCCGGAGCCTCTGGGCACGAACTGGCCGTCGCGACGTTCCAGAGCGACCA
GGCGTTCGGCACCCTCGCGAACCGGCTCGTGGAGCGCGGGCTCATCACCCGGTCCGCAGGCC
GTGGGCGACGCCTCGATCACGCGCTCACCGAGTCGGGGCGGGCGGCACTCGCGGAAGGGCGG
CAGTTGGCGACCGGTGTCCTGCGGGACCTCTTCGCACCTCTCGGCGAGGAGCAGCGGGCGCAA
CTGCTGCGCGCGCTCCGGGACCTGACCGAGGGCCCCTAG

2. Amplificacién del casete de apramicina

DNA gendmico molde: S. coelicolor Asco2331
Oligonucledtidos: 2331
Amplicén esperado: Casete de resistencia, 1434 pb

BLAST de nucledtidos: resultado de secuenciacion vs casete de resistencia a apramicina.
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/)

Identidad: 99% Cobertura: 98%

Resultado de secuenciacion

NNNNNNNNNNNNNNNNNCGACTGCAGTTCGAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTCGAAGTTCCC
GCCAGCCTCGCAGAGCAGGATTCCCGTTGAGCACCGCCAGGTGCGAATANNGGACAGTGAAGAAGGAACA
CCCGCTCGCGGGTGGGCCTACTTCACCTATCCTGCCCGGCTGACGCCGTTGGATACACCAAGGAAAGTCT
ACACGAACCCTTTGGCAAAATCCTGTATATCGTGCGAAAAAGGATGGATATACCGAAAAAATCGCTATAATG



ACCCCGAAGCAGGGTTATGCAGCGGAAAATGCAGCTCACGGTAACTGATGCCGTATTTGCAGTACCAGCGT
ACGGCCCACAGAATGATGTCACGCTGAAAATGCCGGCCTTTGAATGGGTTCATGTGCAGCTCCATCAGCAA
AAGGGGATGATAAGTTTATCACCACCGACTATTTGCAACAGTGCCGTTGATCGTGCTATGATCGACTGATGT
CATCAGCGGTGGAGTGCAATGTCGTGCAATACGAATGGCGAAAAGCCGAGCTCATCGGTCAGCTTCTCAAC
CTTGGGGTTACCCCCGGCGGTGTGCTGCTGGTCCACAGCTCCTTCCGTAGCGTCCGGCCCCTCGAAGATG
GGCCACTTGGACTGATCGAGGCCCTGCGTGCTGCGCTGGGTCCGGGAGGGACGCTCGTCATGCCCTCGT
GGTCAGGTCTGGACGACGAGCCGTTCGATCCTGCCACGTCGCCCGTTACACCGGACCTTGGAGTTGTCTC
TGACACATTCTGGCGCCTGCCAAATGTAAAGCGCAGCGCCCATCCATTTGCCTTTGCGGCAGCGGGGCCA
CAGGCAGAGCAGATCATCTCTGATCCATTGCCCCTGCCACCTCACTCGCCTGCAAGCCCGGTCGCCCGTG
TCCATGAACTCGATGGGCAGGTACTTCTCCTCGGCGTGGGACACGATGCCAACACGACGCTGCATCTTGC
CGAGTTGATGGCAAAGGTTCCCTATGGGGTGCCGAGACACTGCACCATTCTTCAGGATGGCAAGTTGGTAC
GCGTCGATTATCTCGAGAATGACCACTGCTGTGAGCGCTTTGCCTTGGCGGACAGGTGGCTCAAGGAGAA
GAGCCTTCAGAAGGAAGGTCCAGTCGGTCATGCCTTTGCTCGGTTGATCCGCTCCCGCGACATTGTGGCG
ACAGCCCTGGGTCAACTGGGCCGAGATCCGTTGATCTTCCTGCATCCGCCAGAGGCGGGATGCGAAGAAT
GCGATGCCGCTCGCCAG

Casete de resistencia a apramicina_Gus et al., 2003.

AAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTTATGAGCTCAGCCAATCGACTGGCGAG
CGGCATCGCATTCTTCGCATCCCGCCTCTGGCGGATGCAGGAAGATCAACGGATCTCGGCCCAGTTGACC
CAGGGCTGTCGCCACAATGTCGCGGGAGCGGATCAACCGAGCAAAGGCATGACCGACTGGACCTTCCTTC
TGAAGGCTCTTCTCCTTGAGCCACCTGTCCGCCAAGGCAAAGCGCTCACAGCAGTGGTCATTCTCGAGATA
ATCGACGCGTACCAACTTGCCATCCTGAAGAATGGTGCAGTGTCTCGGCACCCCATAGGGAACCTTTGCCA
TCAACTCGGCAAGATGCAGCGTCGTGTTGGCATCGTGTCCCACGCCGAGGAGAAGTACCTGCCCATCGAG
TTCATGGACACGGGCGACCGGGCTTGCAGGCGAGTGAGGTGGCAGGGGCAATGGATCAGAGATGATCTG
CTCTGCCTGTGGCCCCGCTGCCGCAAAGGCAAATGGATGGGCGCTGCGCTTTACATTTGGCAGGCGCCAG
AATGTGTCAGAGACAACTCCAAGGTCCGGTGTAACGGGCGACGTGGCAGGATCGAACGGCTCGTCGTCCA
GACCTGACCACGAGGGCATGACGAGCGTCCCTCCCGGACCCAGCGCAGCACGCAGGGCCTCGATCAGTC
CAAGTGGCCCATCTTCGAGGGGCCGGACGCTACGGAAGGAGCTGTGGACCAGCAGCACACCGCCGGGGG
TAACCCCAAGGTTGAGAAGCTGACCGATGAGCTCGGCTTTTCGCCATTCGTATTGCACGACATTGCACTCC
ACCGCTGATGACATCAGTCGATCATAGCACGATCAACGGCACTGTTGCAAATAGTCGGTGGTGATAAACTTA
TCATCCCCTTTTGCTGATGGAGCTGCACATGAACCCATTCAAAGGCCGGCATTTTCAGCGTGACATCATTCT
GTGGGCCGTACGCTGGTACTGCAAATACGGCATCAGTTACCGTGAGCTGCATTTTCCGCTGCATAACCCTG
CTTCGGGGTCATTATAGCGATTTTTTCGGTATATCCATCCTTTTTCGCACGATATACAGGATTTTGCCAAAGG
GTTCGTGTAGACTTTCCTTGGTGTATCCAACGGCGTCAGCCGGGCAGGATAGGTGAAGTAGGCCCACCCG
CGAGCGGGTGTTCCTTCTTCACTGTCCCTTATTCGCACCTGGCGGTGCTCAACGGGAATCCTGCTCTGCGA
GGCTGGCGGGAACTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGAACTGCA

3. Amplificacion del gen aac(3)IV
DNA gendmico: S. coelicolor Asco2331
Oligonucleétidos: apra
Amplicon: Fragmento del gen aac(3)IV, 221pb.
BLAST de nucleétidos: Resultado de secuenciacion vs fragmento del gen aac(3)IV

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/)
Identidad: 97% Cobertura: 59%

Resultado de secuenciacion
NNNNGNNNNNNNNNNNANNTTNNNNNNNTGCAGNNNGTNNNNNNTGTNCATGAACTCGATGGGCAGGTAC
TNCNCCTCGGCGTGGGACACGATGCCAACACGACGCTGCATCTTGCCGAGTTGATGGCAAAGGTTCCCTA
TGGGGTGCCGAGACACTGCACCATTCTTCNGGATGGGNCCNNNNATACGCA




Fragmento del gen aac(3)IV_Gus et al., 2003

GCGTACCAACTTGCCATCCTGAAGAATGGTGCAGTGTCTCGGCACCCCATAGGGAACCTTTGCCATCAACT
CGGCAAGATGCAGCGTCGTGTTGGCATCGTGTCCCACGCCGAGGAGAAGTACCTGCCCATCGAGTTCATG
GACACGGGCGACCGGGCTTGCAGGCGAGTGAGGTGGCAGGGGCAATGGATCAGAGATGATCTGCTCTGC

CTGTGGCCCCG

Rendimiento de RED en medio NMMP

Cepa M145 Cepa
(silvestre) Asco2331
Promedio Promedio
GLU 0,074 0,115
CEL 0,064 0,033
GLC 0,101 1,710
GLY 0,092 0,163
ARA 0,077 0,169
NAC 0,068 0,028
Analisis de varianza
P value < 0.0001
Diferencia significativa (P < 0.05) Si
F 32,93
R squared 0,9679
ANOVA
Test de multiple comparasioén Significancia
Tukey Dif significativa q P <0.057?
GLU M145 vs GLU 2331 -4,086 0,4991 No
CEL M145 vs CEL 2331 3,121 0,3813 No
GLC M145 vs GLC 2331 -160,8 19,65 Yes
GLY M145 vs GLY 2331 -7,081 0,8651 No
ARA M145 vs ARA 2331 -9,239 1,129 No
NAC M145 vs NAC 2331 3,965 0,4844 No
Rendimiento de RED en medio R2Y
Cepa M145 Cepa Asco2331
(silvestre)
Promedio Promedio
GLU 0,033 0,070
CEL 0,343 0,937
GLC 0,051 0,099
GLY 0,049 0,387
ARA 0,057 0,641
NAC 0,020 0,083

Analisis de varianza One-way

Resuman
ns
ns
**k%
ns
ns
ns

95% ClI de dif
-50.05 to 41.88
-42.84 t0 49.09

-206.8 to -114.9
-53.05 to 38.88
-55.20 t0 36.73
-42.00 to 49.93



P value
Diferencia significativa (P < 0.05)

F
R cuadrada

ANOVA

Test de multiple comparasion
Tukey

Glu M145 vs Glu 2331

Cel M145 vs Cel 2331

GLC M145 vs GLC 2331
GLY M145vs GLY 2331
ARA M145 vs ARA 2331
NAC M145 vs NAC 2331

< 0.0001
Si

156,9
0,9931

Rendimiento de ACT en medio NMMP

Analisis de varianza
P value

Diferencia significativa (P < 0.05)

F
R squared

ANOVA

Test de multiple comparasion
Tukey

GLC M145 vs GLC 2331
GLY M145 vs GLY 2331

GLU M145 vs GLU 2331
CEL M145 vs CEL 2331

NAC M145 vs NAC 2331
ARA M145 vs ARA 2331

Significancia

Dif significativa q P <0.05?
-3,784 1,614 No
-59,31 25,31 Yes
-4,852 2,070 No
-33,78 14,41 Yes
-58,42 24,93 Yes
-6,339 2,705 No
Cepa M145 Cepa
(silvestre) Asco2331
Promedio Promedio
GLC 0,788 2,906
GLY 0,162 0,098
GLU 0,015 0,005
CEL 0,149 0,020
NAC 0,204 0,018
ARA 3,503 1,311
< 0.0001
Si
13,28
0,9241
Significancia?
Dif significativa q P < 0.05?
-211,8 6,373 Yes
6,422 0,1932 No
0,9904 0,02980 No
12,89 0,3877 No
18,57 0,5589 No
219,3 6,597 Yes

Resumen
ns
*%x%
ns
*%x%k

*kk

ns

Resumen
*

ns

ns

ns

ns

*

95% CI de dif
-16.94 to 9.376
-72.47 to -46.16
-18.01 to 8.308
-46.94 to -20.62
-71.58 to -45.26
-19.50 to 6.821

95% ClI de dif
-398.4 to -25.18
-180.2 t0 193.0
-185.6 to 187.6
-173.7 10 199.5
-168.0 to 205.2
32.63 to 405.9



Rendimiento de ACT en medio R2Y

Andlisis de varianza One-way
P value

Diferencia significativa
(P <0.05)

F
R squared

ANOVA

Test de multiple comparasion
Tukey

GLC M145 vs GLC 2331
GLY M145vs GLY 2331
GLU M145 vs GLU 2331
CEL M145 vs CEL 2331
NAC M145 vs NAC 2331
ARA M145 vs ARA 2331

Cepa M145 Cepa
(silvestre) Asco2331
Promedio Promedio
GLC 0,197 0,147
GLY 0,136 0,468
GLU 0,100 0,035
CEL 0,715 0,273
NAC 0,286 0,045
ARA 0,092 0,731
< 0.0001
Si
40,94
0,9740
SS df MS
Significancia?
Dif significativa q P <0.05?
5,011 1,315 No
-33,25 8,725 Yes
6,509 1,708 No
44,14 11,58 Yes
24,10 6,324 Yes
-63,90 16,77 Yes

Resumen
ns

*%

ns

*%k%

*

*k*k

95% ClI de dif
-16.39 to 26.41
-54.65t0 -11.85
-14.89 to 27.91
22.74t0 65.54
2.702 to 45.50
-85.30 to -42.50



12. ANEXO METODOLOGICO

Las distintas cepas de E. coli se cultivaron en medio LB suplementado con el antibiético
correspondiente a 37°C o en el caso de las que contenian plasmidos termosensibles a 29°C,
en agitacion a 200 rpm.

Para Streptomyces coelicolor se emplearon medios NMMP, TSB, 2xYT, DNA agar y MS
agar, temperatura de 29°C y agitacion a 250 rpm.

Todas las cepas se almacenaron en stocks a -70°C, 4% de glicerol.

MEDIOS DE CULTIVO

LB
Difco Bactotriptona 10g
Difco extracto de levadura 59
NaCl 59
Agua 1000 mL

2xYT
Difco Bactotriptona 16 g
Difco extracto de levadura 10g
NaCl 59
Agua 1000 mL

TSB Hopwood, 1985.
Triptona de soya 30g
Agua destilada 1000 mL

MS Hobbs et al. (1989).
Agar 2049
Manitol 209
Harina de soya 209
Agua destilada 1L



SOB

Triptona 209
Extracto de levadura 5g
NaCl 05g¢g
MgSQOq4 24 g
KCI 186 mg
Agua 1000 mL

NMMP (Hopwood, 1985).

(NH4S0,) 29
Difco casaaminoacidos 59
MgSO4 7 H,0 06g
PEG6000 50 g
Agua destilada 800 mL

Anadir 50 uL de solucién estéril de elementos menores por cada 50 mL.
FeSO, 7 H,O 019
ZnS0O4 7 H,0O 01g
MnCl; 4 H,O 0.1g
CaCl; 2 H,O 0.13¢g
Agua destilada 100 mL

Agar Nutritivo Difco(DNA)
Agar nutritivo Difco 239
Agua 1000 mL

R2 (Okanishi et al., 1974; Hopwood and Wright, 1978)

Sacarosa 103 g
K2SO4 0.25¢g
MgCl, 6 H,O 10.12 g
Difco casaminoacidos 01g

Agua destilada 800 ml



Por cada 80 mL de la solucion en un matraz Erlenmeyer de 250 mL que contenga 2.2 g de
agar, agregar en orden:

KH2PO4 (0.5%) 1 mL
CaCl; 2 HyO (3.68%) 8 mL
L-prolina (20%) 1.5mL

Buffer TES (5.73%, pH 7.2) 10 mL
Solucion de elementos traza 0.2mL
NaOH (1N) 0.5mL
Factores auxotrofos 0.75 mL de cada uno

Solucién de elementos traza

ZnCl, 40 mg
FeCls.6H,0 200 mg
CUC|2.2H20 10 mg
MnCl,.4H,0 10 mg
NazB407.1OH20 10 mg
(NH4)6MO7024.4H20 10 mg
Agua destilada 100 mL

R2Y

Realizar de la misma forma que R2, pero afiadir 5 mL de una solucién al 10% de extracto de
levadura por cada 100 mL.

Medio Minimo (MM) (Hopwood, 1967).

L-asparagina 05¢g
KoHPO4 05¢g
MgSO,4 7H,0 0.2¢g
FeSO4 7H,0 0.01g
Glucosa (afadir después de esterilizar) 10 g
Agar 109
Agua destilada 1000 ml

En estudios de utilizacién de carbono la glucosa puede ser reemplazada por una fuente

alternativa de carbono y la L-asparagina por (NH4)2SO4 (1 g/L).



Buffer P, Hopwood, 1985.

Sacarosa 103 g/L
K»SO4 0.25 g/L
MgCl, 6H,0 2.02 g/L
Elementos traza 2 mL/L
Agua 800 mL
Por cada 100 mL agregar:
KH,PO4 0.5% 1mL
CaCl, 2 H20 3.68% 10 mL
10 mL
Buffer TES 5.73% pH 7.2
API 20 C AUX
MEDIO API C Fuentes de Carbono
Sulfato aménico g ENSAYOS SUBSTRATOS are
Fosfato monopotasico 031g 5 Nigwo (mglcup.)
Fosfato dipotasico D45g GLU D-GLUcosa 12
Fosfato disadico 092qg GLY GlYcerol 1,2
Cloruro sédico 01 2KG 2—cet0—GIucon_ato calcico 1,2
Cl Alci 0,05 g o DiLos 5
oruro calcico 05 g XYLosa
Sl g S e
2 . GAL D-GAL 19
L-Triptéfano 0,02g INO |No:i1c§|]sa 2,36
L-Metionina 0,02g SOR __D-SORbItol__ 12
Agente gelificante 05g NAG e Gl 5
Solucién de vitaminas 1 mi CEL D-CELlobiosa 1.2
Solucién de oligo-elementos 10 mi LAC (Oﬁgtﬁ%?jﬁo) 1,2
Agua desmineralizada csp 1000 mil MAL D-MALtosa 1,2
pH final : 5,4-6,8 (a 20-25°C) SAC D-SACarosa 1.2
TRE D-TREhalosa 1.2
MLZ D-MelLeZitosa 1,2
RAF D-RAFinosa 1,9

METODOLOGIAS
Extraccion de DNA plasmidico y gendmico
Para todas las extracciones de plasmidos y césmidos de E. coli se utilizé la técnica de lisis
alcalina. La extraccion de DNA gendmico de S. coelicolor se realizé con solventes organicos

mediante la técnica de fenol-cloroformo a partir de medios liquidos.



Minipreparaciones de DNA plasmidico.

1.

En un tubo Falcon se colocan 10 mL de cultivo LB inoculado con E. coli, se centrifuga

a 6000 rpm por 10 minutos.

. Resuspender el paquete de células o el micelio en 200 pL de Tris 25 mM, EDTA 25

mM, pH 8. En el caso de Streptomyces TE 25 mM debe contener lisozima 2 mg/mL.
Para E. coli incubar 5 min en hielo. Para Streptomyces al menos de 1 a 3 horas de

37°C o hasta la formacion de protoplastos.

. AAadir 400 pL de una solucién fresca de NaOH 0.2N, SDS 1%. Mezclar por inversion

vigorosa los tubos, hasta que el contenido se vea transparente, homogéneo y muy
viscoso. Cuesta mas trabajo mezclar bien las preparaciones de Streptomyces, por lo
tanto, los tubos deben mezclarse de manera invertida en vértex durante varios
segundos, hasta que no se vea rastro de micelio. Incubar 10 minutos en hielo.

Anadir 300 yL de acetato de potasio 3M, pH 4.8, mezclar bien por inversion hasta que
se pierda la viscosidad y se vea un precipitado blanco. Incubar 15 minutos en hielo.

Centrifugar a 13000 rpm durante 10 minutos y pasar la fase acuosa a un tubo nuevo.

. Anadir al tubo 400 pL de fenol/cloroformo, agitar 30 segundos en vortex y centrifugar 2

minutos en la microfuga.
Pasar la fase acuosa a otro tubo y afadir 600 pyL de etanol absoluto frio. Dejar

precipitando 5 minutos a temperatura ambiente.

. Centrifugar 10 minutos a 13000 rpm en la microfuga. Retirar todo el sobrenadante con

una pipeta Pasteur, dando un segundo pulso en la microfuga para eliminar todo el
sobrenandante.

Resuspender el pellet en 50 yL de TE( Tris 10 mM, EDTA 0.1 mM pH 8). Adadir 150
ML de acetato de sodio 4 M, pH 6. Mezclar bien e incubar una hora a

-20°C.

10. Centrifugar 10 minutos en la microfuga a 13000 rpm. Pasar el sobrenadante a un tubo

limpio y anadir 200 uL de isopropanol, mezclar muy bien y precipitar 10 minutos en

hielo.

11.Centrifugar 10 minutos en la microfuga a 13000 rpm. Eliminar todo el sobrenadante.

Resuspender en 45 pL de TE, mezclar bien, dar un pulso en la microfuga y afadir 5
ML de acetato de sodio 3 M pH 6 y 125 pL de etanol frio. Precipitar 10 minutos en
hielo.



12.Centrifugar 10 minutos en la microfuga. Eliminar todo el sobrenadante. Secar el pellet

y resuspenderlo en 20-25 yL de TE.

Extraccion de cosmido

1.

2

8.
9.

Centrifugar los 5 mL de medio LB previamente inoculados con E. coli transformada
con plJ773.

Resuspender en 100 L en solucién 1 (50 mM Tris/HCI pH8, 10 mM EDTA)
Inmediatamente afiadir 200 pL de solucion 2 (200 mM NaOH, 1% SDS) Invertir 10x
Anadir 150 uL de solucién de acetato de potasio (3 M, pH 5.5) invertir 5x.
Centrifugar 13000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.

Quedarse con el sobrenadante, afadir 400 puL de fenol/cloroformo, colocar en vortex
por 2 minutos y centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm a temperatura ambiente.
Transferir el sobrenadante y anadir 600 uL de isopropanol.

Dejar 10 minutos en hielo, centrifugar a 13000 rpm por 10 minutos.

Transferir la fase acuosa y lavar el pellet con 200 pL de etanol al 70%.

10. Centrifugar 5 minutos a 13000 rpm.

11.Mezclar por inversion, dejar el tubo abierto por 15 minutos para secar el pellet.

12.Resuspender en 50 pL de agua estéril.

Extraccion de DNA gendmico.

1.

Inocular dos matraces de 250 ml con 50 ml de medio TSB e incubar por 48 horas con

glicina 0.5%

. Cosechar el micelio a 9000 rpm por 10 minutos, lavar una vez con un volumen de

sacarosa al 10.3%.

3. Resuspender el micelio en 5 mL de buffer P con lisozima 20 mg/ml.

4. Centrifugar a 6000 rpm por 10 minutos, resuspender en 10 mL de sacarosa 10.3%,

adicionar 200 pL de EDTA 500 mM pH8 y 4 mL de SDS 10%.
Mezclar y adicionar 15 mL de NaCl 6 M, volver a mezclar e incubar por 60 minutos a
4°C u overnight.

6. Centrifugar por 30 minutos a 10000 rpm.

7. Recuperar el sobrenadante, anadir un volumen de isopropanol y precipitar por 10

minutos a temperatura ambiente.



8. Centrifugar por 15 minutos a 10000 rpm.
9. Lavar el pellet con etanol al 70%.
10.Resuspender en agua y agregar RNAsa.

11.Lavar con fenol, resuspender en isopropanol y precipitar.

Secuencia de oligonucle6tidos usados para comprobar la interrupcion.

Nombre del oligonucledtido. Secuencia
Fw2331 5-GGATCCCATCAGCACGACGTCGCGGC
Rv2331 5-CAGATCCACCCGAGCGTCGCCCCGGTC
FwApra
5°- GGC CAC AGG CAG AGC AGATC
RevApra 5-GCG TAC CAACTT GCC ATC CTG AA
FwGlk 5’-ACTCTAGAACATATGGGTCTGACCATCGGCGTCGACATCGG
RevGlk 5’- GTCGCTCGAGGATCCTCACATGATCGGGTCGGGTTC

MANEJO DE CEPAS

Produccién de células de E. coli electrocompetentes

1. Se inocula 400 mL de medio LB al 1% con un precultivo de E. coli. Las células se incuban
a 37°C con agitacion continua a 200 rpm por 3 h hasta obtener una ABSgp, de 0.5 a 0.7.

2. Las células se cosechan, por centrifugacion a 10000 rpm por 15 minutos a 4°C.

3. Se retira el sobrenadante y se resuspende el botén en un volumen de agua mega pura
estéril y fria, después se centrifuga como en el paso 2.

4. El sobrenadante se retira y resuspende en 2 del volumen original del cultivo en agua
mega pura estéril y se centrifuga a 10000 rpm a 4°C por 15 minutos.

4. Se retira el sobrenadante y se resuspende el boton en 8 mL de glicerol estéril al 10% frio e
inmediatamente se centrifuga a 10000 rpm a 4°C por 15 minutos.

5. Por ultimo se retira el sobrenadante y el botén se resuspende en un volumen final de 1.2
mL de glicerol al 10% frio, se alicuota la muestra en tubos Eppendorf con 50 uL cada uno,

almacenandolos a -70°C.

Electro-Transformacion



1. A 50 uL de células competentes se les adiciona de 1-2 ug de plasmido y se incuba en

hielo por 1 minuto.

2. La mezcla de DNA y células se colocan en una cubeta de electroporacion fria de 0.1 cm.

3. La cubeta se deposita en el electroporador, el cual produce una constante de tiempo de 4-

5msy 12.5 kV/cm, y se le da un pulso de 1.25 V. Inmediatamente después se le adicionan

950 uL de medio SOC y rapidamente se resuspenden las células con una micropipeta.

4. Se transfieren las células a un tubo de 1.5 mL y para su recuperacion se incuban a 37°C

en agitacion continua a 200 rpm por 1 h, después se plaquea la muestra en medio LB con el

antibiético (ampicilina y kanamicina) marcador del plasmido.

Obtencion de preparaciones densas de esporas

1.
2.

2

Inocular cajas Petri con medio MS en forma confluente e incubar hasta esporulacion.
Agregar a cada caja 10 mL de agua estéril. Con ayuda de un asa bacteriolégica raspar
la superficie para separar las esporas del micelio.

Recuperar los 10 mL de agua y pasarlos por un filtro de algoddn para esporas.
Agregar 5 mL de agua al filtro para recuperar la mayor cantidad de esporas.
Centrifugar el filtrado de esporas a 3500 rpm durante 10 minutos a 4°C.

Eliminar sobrenadante y lavar una vez con 10 mL de agua para eliminar los restos del
medio. Centrifugar a 3500 rpm durante 10 minutos a 4°C

Eliminar el sobrenandante y resuspender el paquete de esporas en 1 mL de glicerol al

20%. Colocar en viales pequefios y almacenar a -20°C.

Pregerminado de esporas.

1.

Al A

Pregerminar esporas de S. coelicolor en 50 mL de medio 2xYT por 10 horas.
Centrifugar por 10 minutos a 8000 rpm.

Lavar las células una vez con medio 2xYT.

Leer densidad optica a 490 nm.

Calcular la concentraciéon y el volumen requerido para inocular 3x10° esporas

pregerminadas.

OoD
C= ( 490

9gs
6 — 8
0.04 )4 (10 L) OD49p x 10° gs/mL

gs (esporas germinadas)



3x10°
v ={=7—)1000uL

Protocolo para rompimiento celular de Streptomyces por sonicacion

1.

Tomar una alicuota del medio y cultivo.

2. Centrifugar a 6000 rpm por 10 minutos y tirar el sobrenadante.
3.
4

. Sonicar 5 veces durante 30 segundos con descansos de 60 segundos a una amplitud

Agregar 1 ml de la muestra de cultivo a 500 pl de PED en un tubo de 15 mL.

de 60 A.
Hacer alicuotas de 1 mL en tubos de 1.5 mL y agregarles 1 pl de inhibidor de

proteasas.

6. Centrifugar las muestr-as en el cuarto frio a 13000 rpm durante 30 minutos.

7. Congelar muestras.

8. Cuantificar por Bradford (Protocolo de Bio-Rad).
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