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Abstract

Streptomyces coelicolor A3(2) is a soil bacterium that belongs to the class Actinobacteria, and
has for decades been a model for the study of secondary metabolism and morphological
development in bacteria. However, our knowledge about the composition, structure, and
biosynthesis of the membrane of this clade of microorganisms is limited. Furthermore, the
relationship between morphological development in Streptomyces and its membrane
composition has just begun to be investigated. Our aim in this work is to explore more deeply
the composition, synthesis and turnover of the cytoplasmic membrane from S. coelicolor. A
combined approach with thin layer chromatography techniques, mass spectrometry analysis,
and molecular fragmentation networks was used to assess the diversity of lipids across
different growth conditions. Our results show that S. coelicolor is able to drastically remodel
its membrane as an adaptation to the characteristics and composition of the culture media,
partly due to nutrient availability. This species also modifies its membrane composition
throughout its morphological development. A bioinformatic exploration of the genome from S.
coelicolor and related organisms was performed to fill the gaps in the metabolic pathways of
polar lipid biosynthesis. Several candidate genes were found that could participate in
phospholipid metabolism, and the role of an operon involved in ornithine lipid (OL)
biosynthesis was corroborated experimentally. The OL-deficient mutant presented alterations
in its metabolic and morphological development. The results presented here widen our
knowledge about lipid diversity in actinomycetes, reveal a high degree of plasticity of the
membrane composition, and provide evidence towards the relevance of membrane

remodelling during morphological differentiation and stress response.
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Resumen

Streptomyces coelicolor A3(2) es un actinomiceto habitante del suelo que desde hace decadas
ha sido un modelo para el estudio del metabolismo secundario y el desarrollo morfolégico en
bacterias. Sin embargo, aun sabemos poco acerca de la estructura, composicion y biosintesis
de las membranas de este clado de microorganismos. Adicionalmente, apenas comienza a ser
explorada la relacion entre la composicion de la membrana y la diferenciacion morfolégica de
esta bacteria multicelular. EI objetivo principal de este trabajo es comprender de manera mas
profunda la composicion, sintesis y recambio de la membrana de S. coelicolor. Para discernir
la composicién de los lipidos de S. coelicolor en diferentes condiciones de crecimiento, se
adopto una estrategia que involucra las técnicas de cromatografia en capa fina, espectrometria
de masas y redes moleculares de espectros de fragmentacion para contrastar las muestras de
lipidos. Los resultados indican que S. coelicolor ajusta drasticamente la composicion de su
membrana para adaptarse al medio donde es cultivada, en parte debido a la disponibilidad de
nutrientes. Esta bacteria también modifica su membrana a lo largo de su desarrollo
morfoldgico y de manera dependiente al medio de cultivo empleado. Se llevé a cabo también
una aproximacion bioinformatica para profundizar en el estudio de las vias metabdlicas de los
lipidos polares. Asi mismo se corrobord experimentalmente la participacion de un operén en la
sintesis de lipidos de ornitina (OL). La mutante deficiente en OL presenta alteraciones en su
desarrollo morfoldgico y metabolico. Los resultados presentados en este trabajo amplian
nuestro conocimiento de la diversidad lipidica en los actinomicetos, y revelan la importancia
de la dinamica en la composicion de las membranas durante el desarrollo y la respuesta ante el

estrés en S. coelicolor.
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Introduccidon General

1.1 Caracteristicas generales de Streptomyces coelicolor
Las bacterias Gram-positivas se dividen en dos grandes clados. Las Gram-positivas de bajo
contenido de G+C corresponden principalmente al phylum Firmicutes, donde se encuentran
organismos como Bacillus, Lactobacillus, Streptococcus, Staphylococcus y Clostridium. Por
otro lado se encuentran las bacterias Gram-positivas de alto contenido de G+C, conocidas
actualmente como la clase Actinobacteria, donde se ubican patdgenos como Mycobacterium
tuberculosis, bacterias de uso industrial como Corynebacterium glutamicum, y las bacterias
del género Streptomyces. Varios géneros dentro de las actinobacterias son de amplio interées
médico e industrial por la vasta cantidad de metabolitos secundarios que producen (Demain
and Adrio, 2008). Muchos de estos organismos se caracterizan por crecer en forma de micelio
durante algin momento en su ciclo celular, en lugar de llevar un estilo de vida unicelular
(Kieser et al., 2000).

Los organismos del género Streptomyces son habitantes ubicuos del suelo cuyo
crecimiento en forma de micelio vegetativo les permite colonizar eficientemente el suelo

relativamente seco; ademas, la diferenciacion a esporas les otorga relativa resistencia a
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algunos estreses, como desecacion y limitacion de nutrientes, y ademas permite la dispersion
en este habitat.

Los Streptomyces excretan una gran cantidad de enzimas digestivas que a muchas
especies de estilo de vida saprofitico les permiten degradar compuestos complejos derivados
de tejidos de plantas, hongos y artropodos, como celulosa, quitina, xilanos y almidon, entre
otros. Por tanto, los Streptomyces son miembros relevantes de los ciclos ecoldgicos del suelo,
pues permiten el reciclaje de polimeros de dificil descomposicion (McCarthy and Williams,
1992;Kieser et al., 2000). Esta amplia gama de procesos metabdlicos y biotransformaciones
que pueden llevar a cabo los hace de particular interés para la biotecnologia.

S. coelicolor A3(2) es la especie modelo para la investigacion basica en este genero y la
mejor caracterizada genéticamente (Hopwood, 1999), por lo cual se cuenta con diversas
herramientas para su estudio genético (Gust et al., 2003;Bishop et al., 2004;Cobb et al.,
2014;Tong et al., 2015). S. coelicolor posee un cromosoma linear de 8.7 mega-pares de bases,
un plasmido lineal y uno circular. La secuenciacion de su genoma reveld que contiene mas de
7,800 genes codificantes predichos, y entre estos, alrededor de 20 conjuntos o clusters de
genes que codifican enzimas que probablemente se encargan de la biosintesis de metabolitos
secundarios (Bentley et al., 2002). A partir de la conservacion de la sintenia con otros
actinomicetos y de la composicion genética, se pueden identificar tres regiones en el
cromosoma lineal de este organismo: dos brazos laterales y un nudcleo central. Los genes
asociados con el metabolismo primario y otras funciones esenciales se encuentran
principalmente en el nucleo central, el cual esta altamente conservado al compararse con los
actinomicetos M. tuberculosis y Corynebacterium glutamicum. En los brazos del cromosoma
se encuentran primordialmente elementos adquiridos como resultado de la transferencia
geneética horizontal, la duplicacion geneética y otros rearreglos cromosomales (Bentley et al.,
2002).

1.1.1 Biologia del desarrollo

S. coelicolor presenta un ciclo de vida complejo que se asemeja al de los hongos filamentosos.
Es un comportamiento multicelular que responde finamente a las condiciones nutricionales,
involucra sefializacién extracelular, coordinacion con el metabolismo central y la biosintesis

de diversos metabolitos secundarios, reorganizacion del citoesqueleto, y participacion de las
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maquinarias involucradas en el ensamblaje de la pared celular y la segregacion de los
cromosomas (Flardh and Buttner, 2009).

Streptomyces comienza su ciclo de vida a partir de una espora haploide que, al encontrar
condiciones favorables y suficientes nutrientes, da lugar a uno o dos tubos germinales que
crecen apicalmente para formar hifas. Estas hifas van ramificandose periddicamente y se
forman septos con mudltiples copias del genoma en las partes antiguas del micelio,
normalmente alejados de las puntas de las hifas, donde se encuentra concentrada la maquinaria
de sintesis de la pared celular. Este micelio vegetativo crece enterrado en el sustrato, y
conforme avanza el crecimiento de la colonia, sefiales relacionadas a la disponibilidad de
nutrientes y la densidad celular, entre otras, desencadenan el comienzo de la fase de
crecimiento aereo (Figura 1.1) (Kieser et al., 2000). Esta fase estd coordinada con la
biosintesis de metabolitos secundarios, la produccion de varias proteinas extracelulares, y
eventos de muerte celular programada en el micelio vegetativo (Manteca et al., 2006;Yague et
al., 2013).

Figura 1.1 Ciclo de vida de S. coelicolor.

En el esquema se indican los pasos durante la diferenciacion morfolégica de S. coelicolor, mostrando
la germinacion de las esporas, crecimiento vegetativo, produccion de metabolitos secundarios,
ereccioén de hifas aéreas y esporulacién de un micelio maduro (ver detalles en el texto).
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Gracias a un recubrimiento de proteinas con dominios altamente hidrofébicos y de la
produccion de peptidos surfactantes (Petrus and Claessen, 2014), las hifas aéreas rompen la
tension superficial y escapan del medio acuoso donde se encuentra el micelio vegetativo. Estas
hifas aéreas se segmentan de manera coordinada con la segregacion de los cromosomas para
formar cadenas de esporas regularmente espaciadas, cada una con una Unica copia del
cromosoma (Flardh and Buttner, 2009). La principal funcion de las esporas de Streptomyces es
permitir la dispersion cuando las condiciones ambientales y nutricionales dejan de ser
favorables para el micelio sésil, pero también poseen cierta resistencia a la desecacion, y se
han recuperado esporas viables de muestras de suelos almacenadas durante déecadas (Morita,
1985).

Esta diferenciacion morfologica es un proceso altamente regulado y coordinado con la
diferenciacion metabolica, y responde a varias sefiales nutricionales, a ciertas condiciones
fisioldgicas y a otros estimulos ambientales y extracelulares (McCormick and Flardh, 2012).
Entre las sefiales relevantes para la diferenciacion morfoldgica asociadas al estado nutricional
se encuentran la disminucion en las concentraciones internas de GTP (Ochi, 1986;0kamoto
and Ochi, 1998) y la sintesis de la alarmona ppGpp. El desarrollo de este organismo también
depende de la fuente de carbono disponible en el medio, pues el crecimiento en presencia de
diversas moléculas — como glucosa, manitol, N-acetil glucosamina o galactosa — causan
diferencias en este proceso (Champness, 1988;Pope et al., 1996;Rigali et al., 2006).
Adicionalmente, el dinucledtido ciclico c-di-GMP actia como un segundo mensajero durante
el desarrollo de Streptomyces mediante la activacion de la union al DNA del regulador
transcripcional BIdD (Tschowri et al., 2014). El factor A es una molécula perteneciente a la
familia de las y-butirolactonas (Figura 1.2) que ha sido ampliamente estudiado y se conoce
como un importante regulador del desarrollo en Streptomyces griseus (Horinouchi et al.,
2001). Algunas moléculas relacionadas del grupo de las y-butirolactonas también participan en
el control del desarrollo y la produccion de antibioticos en S. coelicolor (Takano, 2006;D'Alia
et al., 2011). Los productos de la actividad proteolitica extracelular también parecen ser parte
de la red de sefializacion que coordinan el desarrollo morfologico en este organismo (Chater et
al., 2010).
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1.1.2 Metabolismo secundario

Alrededor de dos tercios de los antibidticos de origen microbiano son producidos por
actinomicetos, principalmente por miembros del género Streptomyces (Kieser et al.,
2000;Chater, 2006). Adicionalmente a estos antibidticos, los actinomicetos producen muchos
otros compuestos bioactivos, como inmunosupresores (Kino et al.,, 1987;Konig et al.,
1997;Barreiro et al., 2012), antitumorales (Motamedi and Hutchinson, 1987;Mao et al.,
1999;Du et al., 2000), antiparasitarios (MacNeil et al., 1992), antifngicos (Brautaset et al.,
2000;Campelo and Gil, 2002), herbicidas (Raibaud et al., 1991) y quelantes de hierro (Barona-
Gomez et al., 2004). Ademas de los compuestos identificados, los genomas de diversas cepas
de este género han mostrado una gran cantidad de clusters “cripticos” (Bentley et al.,
2002;Aigle and Corre, 2011), es decir, de los cuales se desconoce su producto y que podrian
expresarse solo en condiciones muy especificas.

S. coelicolor A3(2) produce varios compuestos secundarios, como el antibidtico
actinorrodina, las prodigininas, los antibioticos dependientes de calcio (CDASs), varios
sideroforos, hopanoides, la geosmina —molécula volatil que le da el caracteristico olor a tierra
a estas bacterias — y el pigmento gris de las esporas, entre otros (Figura 1.2)(Bentley et al.,
2002). La actinorrodina y su derivado y-actinorrodina son pigmentos que dan el caracteristico
color azul a S. coelicolor en condiciones de pH alcalino, dado que la actinorrodina es de color
rojo en pH menor a 8.5. Mientras que la actinorrodina es insoluble en agua, la y-actinorrodina
es excretada al medio y esta ultima no tiene la propiedad indicadora de pH (Bystrykh et al.,
1996). La sintesis de la actinorrodina esta regulada de manera coordinada con la
diferenciacion morfoldgica (van Wezel and McDowall, 2011;Gao et al., 2012;Rioseras et al.,
2014), pero también responde a algunas condiciones de estrés, como la limitacion de nitrégeno
(Chakraburtty and Bibb, 1997) y fosfato (Guerra et al., 2012). S. coelicolor produce
principalmente dos tipos de prodigininas: la undecil-prodigiosina y la estreptorubina B
(Cerderio et al., 2001;Mo et al., 2008), pigmentos rojos con muchas propiedades bioactivas
(anticancer, antimalaria, antibacterial, antimicotica), y se ha visto que en Streptomyces
confieren proteccién contra estrés oxidativo y radiacion UV (Stankovic et al., 2014). Estas
prodigininas suelen producirse antes que la actinorrodina durante el desarrollo, pero al
finalizar la fase exponencial de crecimiento (Nieselt et al., 2010;Gao et al., 2012), y siempre se

mantienen asociadas al micelio, probablemente debido a su alta hidrofobicidad.
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Figura 1.2 Algunos metabolitos secundarios producidos por S. coelicolor.

Las moléculas estan agrupadas de acuerdo a su funcion putativa. (A) Antibiéticos. (B) Sideréforos. El
grupo R; en las acil-desferrioxaminas corresponde a un grupo acilo de entre 8 y 14 carbonos. (C)
Otras moléculas. La y-butirolactona mostrada es SCB1; el hopanoide mostrado es hopeno.

1.2 Biosintesis de lipidos polares en bacterias

Las membranas bioldgicas son bicapas compuestas de lipidos anfifilicos, es decir, moléculas
que poseen una cabeza polar y una porcion hidrofobica. Con frecuencia, los principales
componentes de las membranas en bacterias son glicerofosfolipidos. Durante décadas, el
principal modelo para el estudio de la biosintesis de lipidos de membrana en bacterias ha sido
Escherichia coli, que acumula en su membrana principalmente fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilglicerol (PG) y cardiolipina (CL). Sin embargo, muchas otras bacterias poseen una
membrana bastante mas compleja, y sintetizan otros fosfolipidos, como fosfatidilcolina y

lipidos polares sin fosforo, como los glicolipidos, esfingolipidos, lipidos de ornitina (OL),
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hopanoides, etc. (Sohlenkamp and Geiger, 2016). Ademas, varias bacterias son capaces de

modificar su membrana como respuesta a condiciones ambientales (ver seccion 1.3).

1.2.1 Sintesis de acido fosfatidico y difosfato de citidina-diacilglicerol

A pesar de las diferencias estructurales y en sus caracteristicas bioquimicas, la sintesis de los
fosfolipidos en la mayoria de las bacterias tienen intermediarios comunes en el acido
fosfatidico (PA) y el difosfato de citidina-diacilglicerol (CDP-DAG) (Figura 1.3).

El primer paso en la sintesis de glicerofosfolipidos es la transferencia de dos grupos acilo
al glicerol-3-fosfato (G3P) para formar &cido fosfatidico (PA) o 1,2-diacilglicerol-sn-G3P.
Estas dos acilaciones son realizadas por enzimas distintas en todos los organismos estudiados
(Figura 1.3). La primer acilacion, en el hidroxilo 1 del G3P para formar acido lisofosfatidico
(LPA), es catalizada en un solo paso mediante PIsB o en dos reacciones separadas catalizadas
por las enzimas PIsX/PIsY. PIsB fue descrita originalmente en E. coli (Lightner et al., 1980), y
sus homdlogos estan presentes principalmente en y-proteobacterias y algunos otros clados. En
contraste, el sistema PIsX/Y es el mas ampliamente distribuido en bacterias (Lu et al., 2006).
La segunda acilacion del G3P, que sintetiza PA a partir del LPA, es catalizada mediante la
enzima PIsC, ampliamente conservada y emparentada con otras O-aciltransferasas (Coleman,
1990).

En el siguiente paso biosintético, la sintasa de CDP-DAG, CdsA, cataliza la formacion de
CDP-DAG a partir de PA y trifosfato de citidina (CTP) (Dowhan, 1997) (Figura 1.3). EI CDP-
DAG es el punto de divergencia en la sintesis de la mayoria de los glicerofosfolipidos
bacterianos, de donde parten las rutas biosintéticas de la fosfatidiletanolamina (PE), la
fosfatidilcolina, los fosfolipidos anidnicos fosfatidilglicerol (PG) y cardiolipina (CL), el

fosfatidilinositol (P1) y sus derivados.

1.2.2 Sintesis de fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina

La PE es de los fosfolipidos mas comunes en bacterias Gram-negativas y algunos otros clados,
y es de los méas abundantes en varias de las especies modelo mejor estudiadas. EI primer paso
en la sintesis de PE lo cataliza la fosfatidilserina sintasa (PssA o Pss), de la cual hay descritas
dos variantes, una de la familia de la fosfolipasa D (PLD) y otra de la familia de las CDP-
alcohol fosfotransferasas (Sohlenkamp et al., 2004). La PssA transfiere un grupo fosfatidilo
del CDP-DAG a la L-serina, dando como productos a la fosfatidilserina (PS) y CMP
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(DeChavigny et al., 1991). El siguiente paso enzimatico lo cataliza la fosfatidilserina

descarboxilasa (Psd) cuyo producto es la PE (Figura 1.3).

Figura 1.3 Biosintesis de fosfolipidos derivados de CDP-DAG.

Principales rutas biosintéticas de fosfolipidos en bacterias. G3P, glicerol 3-fosfato; LPA, &cido
lisofosfatidico; PA, acido fosfatidico; CDP-DAG, difosfato de citidina-diacilglicerol; PS, fosfatidilserina;
PE, fosfatidiletanolamina; PIP, fosfatidilinositol 1-fosfato; PI, fosfatidilinositol; PIM;, monomandésido de
PI; PIM,, dimandsido de PI; Ac-PIM,, acil fosfatidilinositol dimanésido; PGP, fosfatidilglicerol fosfato;
PG, fosfatidilglicerol; CL, cardiolipina. PIsB o PIsX/Y, G3P aciltransferasas; PIsC, LPA aciltransferasa,
CdsA, CDP-DAG sintasa; PssA, PS sintasa; Psd, PS descarboxilasa; PisA, PIP sintasa; Pipp, PIP
fosfatasa, PimA, Pl manosiltransferasa; PimB’, PIM; manosiltransferasa; AcylT, PIM aciltransferasa;
PgsA, PGP sintasa; PgpA, PGP fosfatasa; CIsA y Cls-Il, CL sintasas.
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Recientemente, se describié una sintasa bifuncional de CL y PE en la bacteria
Xanthomonas campestris, que cataliza la sintesis de PE a partir de CDP-DAG y etanolamina.
Esta es una via completamente nueva de sintesis de estas dos moléculas, y la enzima pertenece
a la familia de la fosfolipasa D (PLD) (Moser et al., 2014).

1.2.3 Sintesis de fosfatidilglicerol y cardiolipina

La biosintesis de los fosfolipidos anionicos fosfatidilglicerol (PG) y cardiolipina (CL) inicia
con la fosfatidilglicerofosfato sintasa (PgsA), la cual transfiere un grupo fosfatidilo del CDP-
DAG al G3P (Gopalakrishnan et al., 1986). Genes homologos a pgsA se pueden encontrar en
la préactica totalidad de genomas bacterianos, con pocas excepciones, como Deinococcus
radiodurans (Makarova et al., 2001). El fosfatidilglicerol fosfato (PGP) resultante es
rapidamente defosforilado mediante una PGP fosfatasa para sintetizar fosfatidilglicerol (PG).
El PG es uno de los fosfolipidos mas abundantes en varias bacterias modelo y esta presente en
la gran mayoria de las bacterias estudiadas, salvo en algunos extreméfilos (Sohlenkamp and
Geiger, 2016).

Otro fosfolipido anionico — casi ubicuo en bacterias y eucariontes — es la cardiolipina
(CL). Hasta la década pasada, se conocian solo dos vias para la biosintesis de CL, una fue
originalmente descrita en bacterias, y la otra fue primero estudiada en eucariontes. En E. coli,
se caracterizo la enzima CIsA, que sintetiza CL mediante la condensacién de dos moléculas de
PG, dando como productos CL y glicerol (Nishijima et al., 1988) (Figura 1.3). Esta reaccion es
catalizada por una enzima que pertenece a la superfamilia de la fosfolipasa D (PLD). En
eucariontes, la sintesis de CL se realiza transfiriendo un grupo fosfatidilo del CDP-DAG a PG,
produciendo asi CL y CMP (Chang et al., 1998) (Figura 1.3). La Cls de tipo eucarionte (Cls-
I1) pertenece a la superfamilia de las CDP-alcohol fosfatidiltransferasas.

No obstante, la diversidad en las vias de sintesis de CL reportadas ha aumentado
considerablemente en los Gltimos afios. Se ha mostrado que S. coelicolor y la mayoria de
actinomicetos sintetizan CL a partir de la via tipo eucarionte (Sandoval-Calderdn et al., 2009).
Por otro lado, se ha visto que el parasito Trypanosoma brucei usa una enzima de tipo
bacteriana (Serricchio and Butikofer, 2012). Adicionalmente, se descubrieron recientemente
dos nuevas enzimas capaces de sintetizar CL, la PE/CL sintasa bifuncional descrita en la

seccion anterior (Moser et al., 2014), y una enzima de E. coli, denominada CIsC, que puede

Universidad Nacional Auténoma de México | 22



sintetizar CL a partir de PG y PE (Tan et al., 2012). Ambas enzimas pertenecen a la

superfamilia de la PLD.

1.2.4 Sintesis de fosfatidil-mio-inositol y sus derivados

El fosfatidil-mio-inositol (PI) es uno de los fosfolipidos mas comunes en eucariontes, pues
varios de sus derivados fosforilados son esenciales para diversas funciones bésicas de
sefializacion celular. Sin embargo, el Pl es una molécula relativamente rara en bacterias. Los
actinomicetos son de los pocos clados que producen PI, y ademas varios de ellos acumulan
varias moléculas derivadas en sus membranas (Brennan and Ballou, 1967;Lechevalier et al.,
1977;Guerin et al., 2010).

Mientras que en los eucariontes Pl se sintetiza a partir de CDP-DAG y mio-inositol
(Nikawa et al., 1987), en actinomicetos la enzima PIP sintasa (PisA) primero utiliza CDP-
DAG y mio-inositol 1-fosfato para formar Pl-fosfato (PIP), que después es desfosforilado por
una PIP fosfatasa (Pipp) para formar Pl (Morii et al., 2010;Morii et al., 2014) (Figura 1.3). En
Mycobacterium, Pl es decorado con uno a seis residuos de manosa, y hasta cuatro cadenas
acilo, formando una familia de moléculas denominadas PI-manoésidos (PIMs) (Guerin et al.,
2010). Las diversas manosilaciones son realizadas por las enzimas PimA, PimB’, PimC,
PimE, y otras a-manosil-transferasas ain desconocidas. De las anteriores, las enzimas PimA 'y
PimB’, encargadas de la primer y segunda manosilacion de PI, respectivamente, son
esenciales para Mycobacterium smegmatis. Se ha caracterizado una de las aciltransferasas
encargadas de la sintesis de las versiones aciladas de los PIMs Ac-PIM; y Ac-PIM; (AcylT).
Algunos de estos PIMs en Mycobacterium sirven de ancla para moléculas mas complejas,
como los lipoglicanos lipomanano y lipoarabinomanano, que forman parte de la envoltura

celular de este género de bacterias (Guerin et al., 2010).

1.2.5 Sintesis de lipidos de ornitina

Ademas de los fosfolipidos, que son constituyentes basicos de la mayoria de las membranas de
bacterias y eucariontes, también hay varios lipidos polares sin fosforo que son producidos y
acumulados por muchos organismos. Los glicolipidos son frecuentes en plantas y
cianobacterias, por ejemplo, aunque también se encuentran en otros clados de bacterias

(Semeniuk et al., 2014;Sohlenkamp and Geiger, 2016); y los genomas de casi la mitad de las
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especies bacterianas poseen homologos a genes codificantes para enzimas probablemente

involucradas en la sintesis de lipidos de ornitina (OL) (Vences-Guzman et al., 2015).

Figura 1.4 Ruta de biosintesis de los lipidos de ornitina.
Se muestra la primer ruta descubierta para la sintesis de OL. LOL, liso-lipido de ornitina; OL, lipido de
ornitina; R; y Ry, cadenas de acidos grasos.

La sintesis de OL se produce a partir de dos reacciones enzimaticas. Primero ocurre la N-
acilacion del grupo a-amino de la ornitina con un acido graso 3-hidroxilado para formar liso-
OL, dada por la enzima OlsB (Gao et al., 2004); y luego la O-acilacion del grupo 3-hidroxi del
acido graso amidificado a la ornitina del liso-OL, catalizada por la enzima OIsA
(Weissenmayer et al., 2002) (Figura 1.4). Los genes codificantes para este par de enzimas con
frecuencia se encuentran en un mismo operon en varios organismos (Gao et al., 2004).
Recientemente se descubrié en Serratia proteamaculans una enzima bifuncional capaz de

catalizar las dos reacciones de acilacion, llamada OlIsF (Vences-Guzman et al., 2015).

1.3 Remodelacion de la membrana en bacterias

La supervivencia de las bacterias depende de la capacidad de adaptar sus membranas a
diferentes situaciones ambientales. Es fundamental que la bicapa lipidica pueda mantener su
fluidez para que las proteinas membranales conserven sus funciones. Adicionalmente, también
debe ser posible mantener el potencial de la membrana interna para llevar a cabo la
fosforilacion oxidativa. Por otro lado, en algunas ocasiones condiciones nutricionales
desfavorables hacen necesario adaptar la composicion molecular de los componentes celulares

para mantener la viabilidad y continuar el crecimiento (Zhang and Rock, 2008). Las bacterias
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pueden modificar las propiedades de sus membranas de varias maneras, ya sea alterando los
acidos grasos esterificados en sus lipidos polares, sintetizando diferentes tipos de acidos
grasos que luego seran incorporados a los lipidos de membrana, afiadiendo residuos a las
cabezas polares de los lipidos de membrana, o degradando algunos de los lipidos para
reemplazarlos con otros que tengan composiciones quimicas o propiedades distintas
(Sohlenkamp and Geiger, 2016).

1.3.1 Respuesta visco-elastica (adaptacion homeoviscosa)

Las propiedades biofisicas de la membrana estan en buena parte determinadas por la
composicion de los acidos grasos en los lipidos polares. Varios mecanismos son capaces de
mantener una fluidez adecuada de la membrana, ain ante cambios de temperatura o la
presencia de solventes organicos. Se ha visto que en E. coli una mayor proporcion de acidos
grasos saturados otorga mayor rigidez, mientras que una mayor cantidad de &cidos grasos
insaturados aumenta la fluidez de la bicapa lipidica (Sinensky, 1974). A mayores temperaturas
de crecimiento, las bacterias suelen tener mayores proporciones de residuos de acidos grasos
saturados con respecto a los acidos grasos insaturados en sus lipidos de membrana.

La mayoria de los actinomicetos (Kaneda, 1991;L.i et al., 2005) y algunas otras bacterias
Gram-positivas, como Listeria monocitogenes (Zhu et al., 2005), contienen acidos grasos
ramificados. Estas bacterias pueden controlar la fluidez de la membrana cambiando la
posicion del grupo metilo de la ramificacion, de iso a anteiso 0 modificando la cantidad de
acidos grasos ramificados (Heinen and Lauwers, 1983;Kaneda, 1991;Suutari and Laakso,
1993).

1.3.2 Limitacion de fosforo

Para muchas bacterias, el fosforo es un factor limitante para el crecimiento en su hébitat
natural. Se ha visto que en varias especies, la composicion de la membrana puede ajustarse en
condiciones de limitacion de fosfato en el medio ambiente para reemplazar algunas clases de
fosfolipidos con lipidos polares sin fésforo, y de esta manera redirigir el fosfato a la sintesis de
acidos nucleicos y otros componentes esenciales para la supervivencia. Este proceso se ha
estudiado bastante bien en a-proteobacterias como Rhodobacter sphaeroides y Sinorhizobium
meliloti (Geiger et al., 1999), donde los fosfolipidos PC y PE se degradan activamente y se

reemplazan con lipidos sin foésforo como N,N,N-trimetilhomoserina diacilglicerol,
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sulfoquinovosil diacil glicerol, glicolipidos y OL (Benning et al., 1993;Benning et al.,
1995;Zavaleta-Pastor et al., 2010).

1.3.3 Péptidos antimicrobianos

Los péptidos catidnicos antimicrobianos (CAMPS) son parte de las defensas mas primitivas
contra infecciones bacterianas, y son producidos por todo tipo de organismos. Ademas de
formar parte de la respuesta inmune, también pueden fungir como arsenal quimico en
microorganismos compitiendo por el mismo nicho ecoldgico (Roy, 2009). Los CAMPs atacan
preferencialmente a las bacterias, principalmente debido a la carga altamente negativa de sus
membranas, dada por la composicion de fosfolipidos, pero también por el lipido A en Gram-
negativas o por los acidos teicoicos de algunas bacterias Gram-positivas. Los CAMPs actlan
de maneras bastante diversas, formando poros en las membranas o difundiendo a través de
ellas para afectar alguna otra parte de la maquinaria celular. La modificacion de componentes
de la envoltura celular con residuos de aminoacidos ayuda a disminuir la carga negativa de la
membrana, haciéndola mas positiva y de esta manera contribuyen a reducir la afinidad de los
CAMPs por ésta (Roy, 2009).

Uno de los métodos que algunas especies han desarrollado para defenderse de los CAMPs
es la decoracion del PG, o en ocasiones de la CL, con residuos de aminoacidos cargados
positivamente. Unas de las modificaciones mas frecuentemente encontradas son la
esterificacion de uno de los grupos hidroxilo libres de la cabeza del PG con un residuo de
lisina 0 alanina, para formar Lys-PG o Ala-PG, respectivamente.

La modificacion de PG con residuos de aminoacidos es catalizada por enzimas
originalmente descubiertas en Staphylococcus aureus como factores de virulencia, y anotadas
en muchos organismos como Mprf (multiple peptide resistance factor). Estas enzimas, que
denominaremos aminoacil-PG sintasas (aa-PGS), toman como sustrato un tRNA cargado con
un aminodcido (frecuentemente Lys-tRNA o Ala-tRNA) para transferir el grupo aminoacilo al
PG o a la CL (Roy, 2009;Roy and Ibba, 2009). Se ha visto que ademas de otorgar proteccion a
CAMPs, las aa-PGS también son necesarias para la resistencia a algunos otros estreses, como

otros péptidos antimicrobianos y condiciones de estrés por acidez (Sohlenkamp et al., 2007).
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1.3.4 Estrés osmatico

Los cambios en la presion osmotica pueden llegar a afectar el funcionamiento adecuado de las
células al diluir o concentrar el citoplasma mediante el flujo de agua a través de la membrana.
Las bacterias pueden contrarrestar los cambios en la osmolaridad del medio al ajustar la
distribucion de algunos solutos en el citoplasma, como la prolina, la glicina y la glicina-
betaina. Estos osmolitos organicos, que ademas ayudan a estabilizar la estructura de las
proteinas en condiciones de estrés osmatico, se consideran como osmoprotectores. Varias
enzimas, transportadores y canales participan en la regulacion de la concentracion de estos
osmolitos en E. coli (Csonka, 1989).

En varias especies de bacterias se ha visto que la CL participa en la respuesta ante el
estres osmotico. En E. coli, Rhodobacter sphaeroides y Bacillus subtilis hay un aumento en la
concentracion de CL en condiciones de presion osmdtica elevada (Lopez et al., 1998;Catucci
et al., 2004; Tsatskis et al., 2005). En E. coli, la CL esta enriquecida en las regiones polares de
la membrana celular, donde también se encuentra el transportador de prolina ProP, que
funciona para modular la osmolaridad interna mediante la importacion de este osmoprotector
(Romantsov et al., 2008;Romantsov et al., 2009). La concentracién de CL participa tanto en la
localizacion de ProP, como en la modulacion de su actividad. En B. subtilis, una mutante
deficiente en sintesis de CL, generada por inactivacion del gen codificante para la enzima

ClIsA, presenta una osmotolerancia reducida (Lopez et al., 2006).

1.3.5 Interaccion con hospederos

La fosfolipasa A de la membrana exterior de Helicobacter pylori (OMPLA) degrada los
fosfolipidos de su membrana y genera lisofosfolipidos, esto es, fosfolipidos que carecen de
alguna cadena de acido graso. Los altos niveles de lisofosfolipidos en esta bacteria — que en
otros organismos rara vez son acumulados en la membrana — parecen ayudar a la virulencia de
este patdgeno, pues variantes con mayor acumulacion de estos lisofosfolipidos presentan
mayor adherencia epitelial y mayor expresion de factores de virulencia (Tannes et al., 2005).
En adicion al papel potencial en la virulencia, la expresion de OMPLA es necesaria para la
resistencia a acidez de este organismo, y se ha visto que el crecimiento prolongado en pH bajo

selecciona variantes con alto contenido de lisofosfolipidos (Tannas et al., 2001).
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Antecedentes

2.1 Sintesis de fosfolipidos en actinomicetos y S. coelicolor

Estudios quimiotaxonomicos de actinomicetos han mostrado que las actinobacterias acumulan
en sus membranas principalmente CL, Pl, y derivados manosilados de P1 (PIMs), y, aunque no
es universal, la mayoria de los géneros parecen ser capaces de producir PE (Lechevalier et al.,
1977). Adicionalmente, algunos géneros dentro de este clado acumulan tambiéen PG, PC, acyl-
PG (Lechevalier et al., 1977) y OL (Kimura and Otsuka, 1969;Kawanami, 1971;Lanéelle et
al., 1990) (Figura 2.1). Pl y algunos derivados son lipidos comunes en eucariontes y relevantes
para la sefializacion celular, pero relativamente raros en bacterias fuera del phylum
Actinobacteria.

En S. coelicolor se ha mostrado que — en cultivos liquidos — la membrana esta
principalmente compuesta de CL, PE, PI, PIMs, y pequefias cantidades de monoliso
cardiolipina (MLCL) vy diliso cardiolipina (DLCL) (Sandoval-Calderon et al.,
2009;Jyothikumar et al., 2012); y en algunas condiciones de crecimiento, también PG y PA
(Jyothikumar et al., 2012). La ausencia de PG en varias condiciones es peculiar debido a que

es precursor de la sintesis de CL, y suele ser de los fosfolipidos mas comunes en otras
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bacterias. Como ya se describio en la seccion 1.2.3, S. coelicolor y otros actinomicetos utilizan
una via para sintetizar CL distinta a la que habia sido descrita antes para otras bacterias, donde
en vez de catalizar una reaccion reversible de condensacion de dos moléculas de PG, se usa un
sustrato activado, el CDP-DAG para transferir un grupo fosfatidilo a una molécula de PG, una
reaccion irreversible (Sandoval-Calderon et al., 2009). Esta diferencia en la via de sintesis de
la CL es probablemente parte de la explicacion de la ausencia de acumulacion de PG en

Streptomyces.

Figura 2.1 Principales lipidos polares sintetizados por bacterias del género Streptomyces.

Los lipidos sombreados en azul son aniénicos, los sombreados en morado son zwitteriénicos. CL,
cardiolipina; PG, fosfatidilglicerol; PE, fosfatidiletanolamina; MLCL, monoliso cardiolipina; DLCL, diliso
cardiolipina; PI, fosfatidil-mio-inositol; PIM, fosfatidilinositol mandsido; PA, acido fosfatidico; OL, lipido
de ornitina. Ry;4 representan cadenas acilo; Rs representa ya sea un atomo de hidrégeno o una
cadena acilo. Adaptada de Sandoval-Calderén, et al. (2015).
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Por otro lado, se ha mostrado que el gen que codifica para la cardiolipina sintasa de S.
coelicolor es un gen esencial en esta bacteria, y que esta enzima (perteneciente a la familia de
las CDP-alcohol fosfotransferasas) no posee una localizacion celular especifica, aunque la CL
tiende a acumularse en la parte apical de las hifas y en los sitios de ramificacion en el micelio
(Jyothikumar et al., 2012).

El gen clsA (SCO1389) de S. coelicolor tiene homologos en la mayoria de actinobacterias,
con pocas excepciones, como el clado de Corynebacterium, que utiliza una enzima de la
familia de la PLD, que catalizaria una reaccion similar a la descrita en la mayoria de las demas
bacterias. El resto de los actinomicetos, entonces, se propone gque usan la misma via que S.
coelicolor para la sintesis de CL (Sandoval-Calderén et al., 2009).

Independientemente de los trabajos centrados en la sintesis de CL, hay poca informacion
acerca de la sintesis de lipidos polares en actinomicetos, con la mayor parte de la investigacion
centrada en la sintesis de PI, y sus derivados en Mycobacterium (ver seccion 1.2.4). En S.
coelicolor, sélo existen genes predichos como codificantes para la fosfatidilglicerol fosfato
sintasa (pgsA, SCO5753), fosfatidilinositol fosfato sintasa (pisA, SCO1527), fosfatidilserina
sintasa (pssA, SCO06467), y fosfatidilserina descarboxilasa (psd, SCO6468) (Sandoval-
Calderon et al., 2009); y se ha propuesto que los genes SCO1525 y SCO1526 podrian

participar en la sintesis de los derivados manosilados y acilados de PI (Zhang et al., 2012).

2.2 Relacion entre los lipidos de membrana y el desarrollo en Streptomyces

Como se menciono en la seccién anterior, el gen que codifica para la sintasa de CL en S.
coelicolor es esencial y solo puede construirse una mutante en el gen clsA si se complementa
con una copia adicional de este gen en algun otro sitio del cromosoma (Sandoval-Calderén et
al., 2009;Jyothikumar et al., 2012). En una cepa donde el gen clsA es expresado a partir de un
promotor inducible, la composicion de lipidos y el desarrollo morfoldgico se vuelven
dependientes de la presencia del inductor, presentando incapacidad para erigir hifas aéreas y
para esporular en condiciones con concentraciones sub-optimas del inductor (Jyothikumar et
al., 2012). Adicionalmente, la sobreexpresion de clsA provoca alteraciones en la morfologia
del micelio vegetativo, las hifas aéreas y las esporas, presentando mayor frecuencia de

ramificaciones de las hifas, debilitacion de las puntas de las hifas del micelio substrato,
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presencia de hifas aéreas aberrantes y con ramificaciones, y esporas atipicas, agrandadas y
frecuentemente anucleadas (Jyothikumar et al., 2012). Esto parece indicar que la sintesis de
CL y su expresion a niveles adecuados son necesarios para varias etapas y procesos del
desarrollo morfoldgico.

Por otro lado, el gen inoA, que codifica para una mio-inositol 1-fosfato sintasa, se
encuentra regulado por el regulador transcripcional Whil, que participa en varios procesos
durante la esporulacion en S. coelicolor (Tian et al., 2007;Zhang et al., 2012). Una mutante
nula en el gen inoA se vuelve auxotrofa para inositol. En medio minimo con glucosa o manitol
como fuentes de carbono, esta mutante presenta crecimiento débil y es incapaz de formar hifas
aéreas. La adicion de 1 mM de inositol en el medio minimo restablece completamente el
fenotipo silvestre con respecto al desarrollo morfologico. El cultivo de esta cepa en SFM, que
por estar basado en harina de soya debe contener algo de inositol, es mas robusto, pero el
desarrollo se queda detenido tras la ereccion de hifas aéreas, y la mutante es incapaz de
esporular (Zhang et al., 2012). Adicionalmente, el gen inoA se sobreexpresa durante la
esporulacién, con una regulacion dependiente de Whil (Zhang et al., 2012).

El fenotipo de la mutante inoA podria deberse a la incapacidad de esta mutante para
sintetizar Pl o sus derivados, indicando un posible vinculo adicional entre la sintesis de lipidos
de membrana y el desarrollo morfoldgico en esta bacteria. La produccion de Pl es esencial en
M. tuberculosis (Jackson et al., 2000), y hay ciertos indicios de que también es el caso para S.

coelicolor (Paul Herron, comunicacion personal).
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Hipotesis

S. coelicolor es capaz de alterar la composicion de lipidos polares que
conforman su membrana como respuesta a distintas condiciones

de crecimiento y como parte del desarrollo morfologico.
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Objetivos Generales

Explorar la plasticidad en la composicion de la membrana de S. coelicolor (capitulo 6).

Realizar una reconstruccion bioinformatica de la sintesis de fosfolipidos de S. coelicolor

(capitulo 7).

Estudiar la sintesis y posibles funciones de los lipidos de ornitina en S. coelicolor

(capitulo 8).

Buscar los genes responsables de la biosintesis de MLCL y DLCL (capitulo 9).
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Materiales y Métodos

5.1 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Para el crecimiento de S. coelicolor se utilizaron los medios YEME liquido y sdlido, y los
medios sélidos SMMS, SFM, R2YE (Kieser et al., 2000), e ISP2 (Shirling and Gottlieb,
1966). En los experimentos indicados, se utilizé R2YE solido con 0.05 mM, 0.5 mM y 5 mM
de KH,PO, afiadido como fosfato inorganico (P;). Los cultivos fueron incubados a 30 °C entre
1y 9 dias, segun se especifique en la seccion de resultados. ISP2 y YEME se utilizan para
crecimiento de rutina de S. coelicolor, y SFM se utiliza para obtener esporulacion abundante y
rapida. SMMS y R2YE son frecuentemente utilizados para promover la produccion de
antibioticos. Las recetas se encuentran en el Anexo 2.

Para el cultivo de E. coli se utilizé LB liquido y sélido. La temperatura de incubacion fue
de 37 °C, o de 30 °C para los experimentos de expresion heteréloga. Se afiadio 0.1 mM de

IPTG en los cultivos liquidos en los experimentos indicados.
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5.2 Cepas y plasmidos

Tabla 5.1 Plasmidos, cosmidos y cepas utilizados

Cepa o plasmido

Caracteristicas

Referencia

Plasmidos
plJ-BS

plJ-olsAB
pET-CLD1
pEC-2886

PET15b
PET17b
PEC-XK99E

Cosmidos mutagenizados
SCM10.1.C05
2StG1.1.E06
6E10.2.HO1
SCE6.1.B02
SCE9.1.F02
H10.2.D02
D95A.2.E08
SC6G4.1.B06
SCP8.1.H04
SC6G9.1.E02
6F04.2.B04
3C8.1.F04
6F7.2.A05
SC4B10.1.B06

Streptomyces coelicolor
M145

OlsB™
OIsB™.plJ-BS

OlsB™.plJ-olsBA

MSCO01

Cointegrado del plasmido pl1J6902 y el
plasmido pBlueScript Il SK+
plJ-BS con el oper6n olsBA de S.
coelicolor

CLD1 de Saccharomyces cerevisiae
clonado en pET15b

SC02886 clonado en el vector pEC-
XK99E

Vector de expresion para E. coli
Vector de expresion para E. coli
Vector de expresion para E. coli y
Corynebacterium glutamicum

(SCO0921::Tn5062)
(SCO1253::Tn5062)
(SCO2123::Tn5062)
(SCO2886::Tn5062)
(SCO3397::Tn5062)
(SCO3644::Tn5062)
(SCO4298::Tn5062)
(SCO4746::Tn5062)
(SCO5165::Tn5062)
(SCO5322::Tn5062)
(SCO6127::Tn5062)
(SCO6384::Tn5062)
(SCO6966::Tn5062)
(SCO7131::Tn5062)

Cepa silvestre.
Mutante insercional en el gen SCO0921.

Mutante insercional en el gen SCO0921,
portadora del plasmido plJ-BS vacio.
Mutante insercional en el gen SC0O0921,
portadora de una copia adicional del
operon SCO0921-SCO0920 en trans.
Mutante insercional en el gen SCO2886

(Sandoval-Calderén et al.,
2015)

(Sandoval-Calderén et al.,
2015)
Este trabajo

Este trabajo

Novagen®
Novagen®
(Kirchner and Tauch, 2003)

(Bishop et al., 2004)
(Bishop et al., 2004)
(Bishop et al., 2004)
(Bishop et al., 2004)
(Bishop et al., 2004)
(Bishop et al., 2004)
(Bishop et al., 2004)
(Bishop et al., 2004)
(Bishop et al., 2004)
(Bishop et al., 2004)
(Bishop et al., 2004)
(Bishop et al., 2004)
(Bishop et al., 2004)
(Bishop et al., 2004)

(Sandoval-Calderén et al.,
2009)
(Sandoval-Calderén et al.,
2015)
(Sandoval-Calderén et al.,
2015)

(Sandoval-Calderén et al.,
2015)

Este trabajo
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Escherichia coli

DH5a recAl ¢80 lacZAM15 (Hanahan, 1983)
ET12567. puZ8002 Usada como donadora para (Gust et al., 2003)
experimentos de conjugacion con S.
coelicolor
Rosetta 2(DE3). pLysS  Vector para expresion heterdloga Novagen®

5.3 Preparacion de suspensiones de esporas de S. coelicolor

Las preparaciones de esporas de S. coelicolor fueron llevadas a cabo como se indica en Kieser
et al. (2000), pero sin utilizar bomba de vacio y con algodon absorbente. La preparacion de
esporas se llevd a cabo a partir de cultivos densos crecidos en SFM por siete dias, a menos que
se indique lo contrario. La pastilla de esporas resultante de una caja de Petri es resuspendida

en alrededor de 500 pul de glicerol estéril (20% p/v en agua) y almacenada a -20 °C.

5.4 Mutagénesis dirigida de S. coelicolor

Las cepas mutantes generadas en este trabajo fueron construidas a partir de los ultimos pasos
de mutagenesis descritos en el protocolo de Redirect© (Gust et al., 2003). Se utilizaron los
césmidos mutagenizados mediante inserciones del transposon Tn5062 (Bishop et al., 2004)
indicados en la Tabla 1. Las clonas candidatas a ser dobles recombinantes — que reemplazaron
la secuencia nativa por la version interrumpida con el transposon Tn5062 — son sensibles a
kanamicina, pero resistentes a apramicina. Estas cepas candidatas se verificaron mediante
PCR o Southern Blot.

5.5 Aislamiento de DNA gendémico de S. coelicolor

El DNA gendmico de S. coelicolor para realizar experimentos de PCR fue extraido mediante
un kit de purificacion de DNA de suelo (FastDNA® SPIN Kit for Soil, MP Biomedicals), a
partir de muestras de alrededor de 500 mg tomadas de cultivos en medio solido. Las muestras

de DNA fueron diluidas 1:100 antes de usarse como molde para la reaccion de PCR.
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5.6 Clonacion del operon SC0O0921-SC0O0920 y complementacion de la
mutante olsB™

La amplificacion del operon putativo SCO0921-SCO0920 se realizo utilizando los
oligonucleotidos Op_0920-21_Fy Op_0920-21 R (Anexo 3). El producto resultante de 1.8 kb
contiene la secuencia de 200 pb rio arriba de SCO0921 que deberia incluir las secuencias
reguladoras del operdn. Se utilizé la polimerasa AccuPrime™ Pfx de Invitrogen™ con 65 °C
de temperatura de alineamiento, y usando el resto de los parametros para la reaccion como
estan indicados en el protocolo de la enzima. El producto de PCR fue clonado en el vector
pBlueScript Il SK+ usando los sitos de restriccion EcoRl y BamHI incluidos en los
oligonucleotidos. El plasmido resultante se cointegré con el plasmido plJ6902 — un plasmido
para expresion en S. coelicolor — usando el sito EcoRI de ambos vectores, para obtener el
plasmido plJ-olsBA. La conjugacion de este plasmido a S. coelicolor se realiz6 con la cepa de
E. coli ET12567. pUZ8002 como donadora.

5.7 Expresion heterdloga de genes de S. coelicolor en E. coli

Los genes candidatos fueron amplificados con los oligonucleédtidos de la tabla en el Anexo 3,
utilizando AccuPrime™ Pfx (Invitrogen™) o GeneAmp® XL PCR Kit (Applied Biosystems).
Los productos fueron clonados en el vector pET17b, utilizando los sitios de restriccion
indicados en la tabla del Anexo 3, y enzimas de New England Biolabs. La expresion se llevo a
cabo usando la cepa E. coli Rosetta 2(DE3). pLysS, que porta un plasmido con genes de tRNA
para siete codones inusuales, que puede ayudar a la expresion de proteinas de organismos con
un uso de codones distinto al de E. coli, como es el caso de S. coelicolor. Se indujo la
expresion de los genes afiadiendo 0.1 mM de IPTG al medio de cultivo. Al mismo tiempo se
afiadi6 1 pCi de [1-**Clacetato, y los cultivos se mantuvieron en incubacién a 30 °C durante
2-4 horas.

5.8 Extraccion de lipidos

Los lipidos de E. coli se extrajeron mediante el protocolo de Bligh y Dyer (1959) como se ha

descrito previamente (Sandoval-Calderdn et al., 2009).
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Para obtener las muestras de lipidos de S. coelicolor, se utilizaron muestras sin marcaje
radiactivo, provenientes de una o dos cajas de medio sélido inoculadas con 10" esporas. El
medio sélido se recubrio primero con un disco de celofan esterilizado en agua destilada, y la
preparacion de esporas se esparcié encima usando perlas de vidrio estériles. Tras el tiempo
deseado de incubacion, las muestras de micelio se recuperaron raspando el celofan con una
espatula de acero (Kieser et al., 2000). La muestra de micelio obtenida de esta manera
normalmente tenia un peso hiumedo que se encontraban en el rango de 60 a 400 mg, segun el
medio de cultivo y el tiempo después de la inoculacion en que se realizo la cosecha. EI micelio
se resuspendid en agua destilada para obtener un volumen total de 1 0 2 mL, segun el volumen
de la pastilla. Las muestras se congelaron a -20 °C. Tras descongelar, se afiadié lisozima para
llegar a una concentracion final de 2 mg/mL, y las muestras se incubaron a 37 °C durante una
hora. Posteriormente se procedio con el protocolo de extraccion de Bligh y Dyer (1959). Las
muestras de lipidos se disolvieron en metanol/cloroformo (1:1) en un volumen proporcional a
la cantidad de biomasa de donde fueron obtenidas, con alrededor de 10 pL de solvente por

cada 30 mg de micelio.

5.9 Cromatografia de capa fina

Se utilizaron dos sistemas de separacion de cromatografia en capa fina (TLC) de dos
dimensiones. EIl Sistema 1 se realiza en capas finas para TLC de alto rendimiento (Silica gel
60 sobre aluminio, Merck), con una mezcla de cloroformo/metanol/agua (16:4:1, v/v) para la
primera dimension, y cloroformo/metanol/acido acético (15:3:2, v/v) para la segunda
dimension.

Sin embargo, para tener una buena caracterizacion del perfil de lipidos de S. coelicolor,
fue necesario obtener un nuevo sistema de separacion de lipidos mediante cromatografia de
capa fina, que permita observar de manera independiente la abundancia de cada una de las
principales especies moleculares de lipidos de membrana de esta bacteria. Para el Sistema 2,
se realiz6 una adaptacion de un sistema de separacion en una sola dimension usado para
analizar lipidos de levadura (Vaden et al., 2005). La capa fina es lavada en 1.8% de &cido
borico en etanol, secada por 5 minutos en una campana de extraccion, y luego horneada a 100
°C por quince minutos antes de aplicar las muestras. La primera dimension es desarrollada en

cloroformo/metanol/agua (14:6:1), y cloroformo/etanol/agua/trietilamina (30:35:7:35) para la
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segunda dimensién. Tras secar toda la noche, la TLC se vuelve a desarrollar en la segunda
dimension. Con el Sistema 2 fue posible separar en el mismo experimento a todas las clases
mayoritarias de lipidos de membrana que habian sido identificadas previamente en S.

coelicolor mediante espectrometria de masas (Figura 5.1).

Figura 5.1 Separaciéon de estandares de lipidos mediante TLC de dos dimensiones.

Estandares de fosfolipidos fueron separados de manera independiente en cada una de las dos
mezclas de solventes usadas para el Sistema 2. 1: cloroformo/metanol/agua (14:6:1); 2:
cloroformo/etanol/agua/ trietilamina (30:35:7:35). Los mismos estandares fueron mezclados (Mix) y
separados en dos dimensiones mediante el Sistema 2. La TLC fue tefiida con Phospray® (Supelco)
para mostrar los fosfolipidos. PI, fosfatidil-mio-inositol (Sigma), 8 ug; PG, fosfatidilglicerol (Sigma), 8
Hg; PA, é&cido fosfatidico (Sigma), 4 pg; PE, fosfatidiletanolamina (Sigma), 6 pg; DLCL, diliso
cardiolipina (Avanti Polar Lipids), 10 pg; MLCL, monoliso cardiolipina (Avanti Polar Lipids), 10 ug; CL,
cardiolipina, (Sigma), 16 ug.

5.9.1 Deteccidn y cuantificacion de los lipidos
Para detectar moléculas hidrofdbicas, las capas finas fueron rociadas con el reactivo ANS (8-

Anilino-1-naphthalenesulfonic acid, Sigma) a 0.2 % en metanol, y visualizadas bajo luz
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ultravioleta a 366 nm, con lo que las manchas de lipidos fluorescen de color turquesa en la
TLC (Zbierzak et al., 2011). Fotografias de las capas finas fueron procesadas con el programa
ImageJ (Schneider et al.,, 2012) de la manera siguiente: el contraste de la imagen fue
incrementado, las fotografias fueron convertidas a blanco y negro, e invertidas para facilitar su
visualizacion. Para realizar la cuantificacion relativa de los lipidos en TLC, se realizd un
analisis de densitometria con ImageJ. Las manchas correspondientes a los lipidos neutros no
fueron incluidas en la cuantificacion. La identidad de las manchas de lipidos fue determinada
al comparar la R¢ de estandares de los lipidos separados en el mismo sistema (Figura 5.1), en
conjuncién con diferentes tinciones para detectar grupos funcionales especificos.
Adicionalmente, la identificacion de algunas moléculas también fue corroborada con analisis
de espectrometria de masas.

En algunos experimentos, las placas de TLC fueron tefiidas con ninhidrina (Sigma),
Phospray® (Supelco), u orcinol (Sigma) para detectar aminolipidos, fosfolipidos, o

glicolipidos, respectivamente.

5.10 Espectrometria de masas

Las muestras de lipidos de S. coelicolor fueron diluidas 1:100 en metanol con 1 mM de
acetato de amonio para facilitar la ionizacion tanto de los lipidos aniénicos como los
zwiterionicos. Estas muestras fueron inyectadas directamente a un espectrometro de masas
6.42 T Thermo LTQ-FT-ICR (hybrid linear ion trap/Fourier transform ion cyclotron
resonance mass spectrometer), usando una fuente de ionizacion TriVersa NanoMate®
(Advion Biosystems). La ionizacion por electrospray se realizé con un voltaje de 1.3 — 1.45
KV y una presion de 0.35 a 0.5 psi. Los espectros de masas fueron adquiridos mediante los
programas Tune Plus version 1.0 y Xcalibur version 1.4 SR1. El instrumento primero se afin
a 816 m/z usando citocromo C ([M+15H]***, Sigma). Los datos fueron coleccionados usando
un método dependiente de datos de la fragmentacion de los iones (MS/MS) en el modo
positivo. Este método consiste en un segmento de 10 minutos, durante el cual se ciclan de
manera iterativa un analisis de FT-MS en un rango de 50 a 1600 m/z, con analisis de MS/MS

de los iones mas intensos con la trampa de iones (Yang et al., 2013).
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5.11 Analisis de espectros de masas mediante redes de fragmentacion
molecular

Se construy6 una red de fragmentacion molecular (Watrous et al., 2012) de los compuestos
hidrofobicos de un conjunto de muestras de S. coelicolor a partir de los datos de MS/MS,
obtenidos como se describe en el apartado anterior, usando las herramientas de analisis del
sitio dedicado a metabolémica Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS,
http://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp). Se combinaron todos los resultados
de MS/MS de muestras de S. coelicolor cultivado en distintas condiciones y tiempos durante
el desarrollo (ver seccion 6.3-6.5). Como control, también se incluyeron datos de muestras del
medio de cultivo estéril, y un estandar de PE (Sigma). Todos los archivos de los datos de
MS/MS correspondientes a las muestras de S. coelicolor fueron depositados en MassIVE, la
base de datos publica de proyectos de metabolémica en GNPS (ID: MSV000078623).

Los parametros usados en la construccion de la red fueron: tolerancia en la masa del
precursor de 2.0 Da, tamafio maximo del componente conectado de 100, TopK de la red de 10,
desfase maxima de masa de 100 Da, umbral del cosine score de 0.7, y un minimo de picos
alineados de dos. La red resultante fue dibujada con Cytoscape, en la version 2.8.3
(www.cytoscape.org) usando la distribucion FM3. Los nodos correspondientes a iones
presentes en muestras de los medios de cultivo fueron eliminados de la red para reducir el

ruido de fondo de los datos.
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Exploracion de |la plasticidad en la
composicion de la membrana de

Streptomyces coelicolor

6.1 Introduccidn

En su habitat natural, las bacterias del género Streptomyces crecen ya sea en superficies
solidas o en la interfase aire/agua en el suelo, y varias especies, entre ellas S. coelicolor son
incapaces de completar su desarrollo en medio liquido. Para conseguir un crecimiento
moderadamente disperso capaz de ser monitoreado mediante mediciones de absorbancia, en
vez de agregados de micelio o “pellets”, se utilizan medios liquidos con alta viscosidad, ya sea
usando altas concentraciones de sacarosa (34% en medio YEME) o polietilenglicol. Ademas,
los matraces llevan bafles o resortes de acero inoxidable, que aumentan la turbulencia del
medio en agitacion, consiguiendo de esta manera la fragmentacion mecéanica de los pellets de
micelio. Todo esto nos conduce a una manera de crecimiento altamente artificial, y la
perturbacion mecanica y osmotica podria tener efectos en la envoltura celular. Debido a que

las anteriores evaluaciones del perfil de lipidos de S. coelicolor se habian realizado
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principalmente a partir de cultivos en suspension, desedbamos estudiar si este método de
cultivo habia impactado en la composicion de la membrana de esta bacteria. Adicionalmente,
y tomando en cuenta que en otras bacterias se sabe que existe remodelacion de la membrana,
pero se desconoce si S. coelicolor es capaz de estas alteraciones, nos propusimos comparar el
perfil de lipidos en diversos medios de cultivo para evaluar las adaptaciones de la membrana a
diferentes condiciones de crecimiento. Finalmente, dados los reportes que asocian a algunas
moléculas de la membrana con el desarrollo morfolédgico de S. coelicolor, exploramos también

las modificaciones que sufre el perfil de lipidos a lo largo de la diferenciacion.

6.2 Objetivos especificos

» Describir el perfil de lipidos de membrana de S. coelicolor cultivado en medio solido.

» Estudiar el efecto de diversas condiciones nutricionales en la composicion de la
membrana de S. coelicolor.

» Evaluar la respuesta en la composicion de la membrana ante diversas condiciones de
estrés.

» Estudiar la dindmica en el perfil de lipidos a lo largo de diversas etapas del desarrollo

morfoldgico en S. coelicolor.

6.3 Resultados

6.3.1 S. coelicolor presenta diferencias radicales en la composicion de su membrana en
medio YEME solido vs. liquido

En muestras de lipidos preparadas a partir de cultivos liquidos de S. coelicolor en medio

YEME, observamos un perfil similar al anteriormente descrito, con PE y CL como principales

componentes, pero también presencia de Pl y menores cantidades de PIMs. En contraste, las

muestras provenientes de medio YEME solido presentan un perfil totalmente distinto, con

DLCL y MLCL como los lipidos mayoritarios. Pl y los PIMs también estan presentes en esta

muestra, aungue en cantidades menores, y se observa acumulacion de un lipido desconocido
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(UPL1) que migra muy poco en la primera dimension y su Ry esta entre Pl y DLCL en la

segunda dimension (Figura 6.1).

Figura 6.1 Plasticidad de la composicion de lipidos de membrana en S. coelicolor.

Los extractos de lipidos de micelio vegetativo de S. coelicolor M145, cultivado en varios medios
distintos, fueron analizados mediante cromatografia de capa fina. EI micelio crecido en YEME liquido
fue cosechado a mitad de la fase exponencial de crecimiento. El micelio vegetativo de los cultivos en
los medios sdlidos fue cosechado justo antes de la ereccion de las hifas aéreas, entre dos y cuatro
dias tras la inoculacion (3 dias para medio sélido YEME, 4 dias para ISP2, 2 dias para SFM, 2 dias
para SMMS, y 40 horas para R2YE). El desarrollo de la TLC fue realizado con el sistema 2, y los
lipidos fueron tefiidos con ANS. CL, cardiolipina; PG, fosfatidilglicerol; PE, fosfatidiletanolamina; MLCL,
monoliso cardiolipina; DLCL, diliso cardiolipina; PIl, fosfatidil-mio-inositol; PIM, mandésidos de
fosfatidilinositol; PA, acido fosfatidico; OL, lipido de ornitina; UPL1, fosfolipido desconocido. Imagen
adaptada de Sandoval-Calderén et al. (2015) (Anexo 1).

Universidad Nacional Autbnoma de México | 44



6.3.2 El perfil de lipidos polares de S. coelicolor es dependiente de la composicion del
medio de cultivo.

Ademas del medio YEME sdlido, también se evalud el perfil de lipidos mediante TLC en
otros medios solidos mas comunmente utilizados para el crecimiento de S. coelicolor: ISP2,
SFM, SMMS y R2YE. Se observo gran diversidad en la composicion de lipidos entre estos
medios (Figura 6.1). El perfil de lipidos en SFM y SMMS fueron de los méas balanceados,
presentando CL, MLCL, DLCL, PE y PI en cantidades méas parejas que las muestras del resto
de medios utilizados en el experimento. La distribucion de los lipidos en R2YE fue similar a la
del YEME sélido, con altas concentraciones de DLCL y poca acumulacion de PE y CL en
contraste con el resto de cultivos. Una caracteristica comun al R2YE y el YEME solido es la
alta produccion de prodigininas. Se intentd también la comparacion con el perfil de lipidos de
cultivos crecidos en medio minimo, pero la producciéon de biomasa es tan limitada en esa
condicion, que resultdo casi imposible obtener muestras de lipidos con la suficiente
concentracion como para ser analizadas mediante TLC.

Se evaluaron ademas dos puntos temporales en la toma de muestras de micelio vegetativo.
El primero 24 horas después de la inoculacion, y el segundo en tiempos variables, pero justo
antes del inicio de la ereccidn de hifas aéreas (Figura 6.2 A y B). Las muestras tempranas de
ISP2 son mas similares al perfil de SFM, como las cantidades relativas de PE y PI, pero las
muestras tardias se parecen més a las de YEME sélido, con gran acumulacién de DLCL y
prodigininas. PG y PA se encontraron en varias muestras como lipidos minoritarios, pero
aparecen en cantidades ligeramente mayores en micelio vegetativo temprano, sobre todo en
SMMS y SFM.

Se habia predicho que S. coelicolor era capaz de sintetizar OL (Sohlenkamp and Geiger,
2016), pero no existia evidencia experimental de su acumulacién en esta especie. En las
muestras de cultivos en R2YE y YEME se encontro un lipido en las placas de TLC con un R¢
que corresponde a OL, y que de acuerdo a varias tinciones es un aminolipido sin fosforo,
concordando con su identificacion como un lipido de ornitina. Este lipido es abundante en las
muestras de YEME liquido en fase estacionaria (Figura 6.2 A y B). Adicionalmente, datos de
analisis de espectrometria de masas confirmaron la presencia de OL en varias muestras
(Figura 6.3).
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Figura 6.2 Mapa de calor de la composicion de lipidos de S. coelicolor.

Los cultivos se crecieron en diferentes medios y las muestras se colectaron en diferentes tiempos tras
la inoculacion. Los extractos de lipidos del micelio fueron analizados mediante TLC. (A) Muestras de
micelio vegetativo temprano, colectadas antes del inicio de la acumulacién de prodigininas. El cultivo
en YEME liquido fue cosechado a mitad de la fase exponencial. Los cultivos en los medios sélidos
fueron cosechados pocos dias tras la inoculacién: 2 dias en YEME y 1 dia para ISP2. SFM, SMMS, y
R2YE. (B) Muestras de micelio vegetativo tardio, cosechadas durante la fase estacionara en YEME
liquido, o justo antes de la ereccién de hifas aéreas en los cultivos en medios soélidos: 3 dias en
YEME, 4 dias en ISP2, 48 horas en SFM y SMMS, y 40 horas en R2YE. (C) Composicion a lo largo
del desarrollo morfolégico en medio SFM. Las muestras fueron tomadas 1, 3, 5 y 8 dias tras la
inoculacioén, correspondientes a micelio vegetativo, micelio produciendo hifas aéreas, micelio
comenzando la esporulacién, y micelio esporulando abundantemente, respectivamente. (D) Cultivos
crecidos en medio R2YE con limitacion (0.05 mM) y abundancia (5 mM) de fosfato inorganico (P;). Las
muestras fueron colectadas 60 horas después de la inoculacién. PE, fosfatidiletanolamina; OL, lipido
de ornitina; PA, acido fosfatidico; PG, fosfatidilglicerol; CL, cardiolipina; MLCL, monoliso cardiolipina;
DLCL, diliso cardiolipina; PI, fosfatidil-mio-inositol; PIMs, manésidos de fosfatidilinositol; UPL1,
fosfolipido desconocido; ULs, suma de varios lipidos no identificados. Imagen adaptada de Sandoval-
Calderén et al. (2015) (Anexo 1).

Ademas de los lipidos identificados, también se encontraron varias manchas de lipidos
minoritarios acumulandose en algunas condiciones de crecimiento, a las que no se les pudo
asignar una identidad. EI mas prominente, denominada UPL1 en la figura 6.1, y que migra
cerca del origen, entre DLCL y PI, se acumula principalmente en los medios solidos YEME y
R2YE.
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Figura 6.3 Espectro de MS/MS de uno de los OL identificados en muestras de S. coelicolor.

Se muestra el espectro de fragmentacion de uno de los iones mas abundantes en las muestras de S.
coelicolor que fueron identificados como lipido de ornitina, el correspondiente a un OL con una cadena
acilada de 17 carbonos y otra de 16 ([M+NH,]", 656.6 m/z). El pico mas abundante en la
fragmentacion es uno que corresponde al fragmento de LOL con la cadena acilada de 17 carbonos
(IM+H]", 383.3 m/z).

Como complemento a los experimentos de cromatografia de capa fina, también se
analizaron las muestras de lipidos mediante espectrometria de masas. Los datos fueron
procesados usando la metodologia de redes de fragmentacion molecular para combinar la
informacion de todas las muestras, junto con controles positivos y negativos. Los resultados de
los analisis de MS confirman una gran diversidad en la composicion de compuestos
hidrofdbicos entre las muestras derivadas de cultivos crecidos en medios distintos (Figura 6.4).
Se confirma también la presencia preferencial de PE en cultivos de YEME liquido, como las
variantes de 664.5 m/z, que sélo se hallaron en estas condiciones, aunque otros iones, como el

678.5 m/z, si se encontraron mas ampliamente conservados.
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Figura 6.4 Red de fragmentacion molecular de muestras de lipidos de S. coelicolor.

Los cultivos fueron crecidos en YEME liquido hasta mitad de la fase exponencial. Los cultivos en los
medios sélidos R2YE y SMMS fueron cosechados durante el crecimiento vegetativo, y en los medios
sélidos ISP2 y SFM a lo largo de las tres principales fases de crecimiento. No se incluyeron muestras
de micelio aéreo o micelio esporulando crecidos en R2YE y SMMS, debido a que la alta cantidad de
prodigininas y otros metabolitos secundarios que son producidos en estas condiciones opacan las
sefiales de los lipidos polares. Cada nodo de la red representa un ion molecular presente en las
muestras. El grosor de las aristas que unen a los nodos es proporcional al score de similitud entre los
espectros de MS/MS de las moléculas a las que une. El color de los nodos representa los diferentes
medios de cultivo de los que proceden las muestras donde se encontraron estos iones, o0 en el caso
de la subred mostrada en el recuadro inferior, el tiempo durante el desarrollo durante el cual se
encontré el compuesto particular. Varias subredes se destacan donde fue posible identificar a las
moléculas representadas. La anotacion se realizé usando las opciones de busqueda en la biblioteca
de compuestos de GNPS, y revisando manualmente los espectros de fragmentacién para compararlos
con los de estandares en la base de datos o con reportes de la literatura. PE, fosfatidiletanolamina;
OL, lipido de ornitina. Imagen adaptada de Sandoval-Calderén et al. (2015) (Anexo 1).

No fue posible identificar a la mayoria de los compuestos encontrados en las muestras,
que abarcan un rango entre 200 y 1500 m/z. Sin embargo, algunos otros metabolitos

identificados que presentaron variabilidad a través de los diferentes medios de cultivo fueron
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las acil-desferrioxaminas, sideroforos anfifilicos con cadenas acilo de 10 a 14 carbonos
(Traxler et al., 2013); y las prodigininas undecil-prodigiosina y estreptorubina B (Figuras 1.2 y
6.5).

Figura 6.5 Subredes resaltadas de lared de fragmentacién molecular de muestras de lipidos

de S. coelicolor.

Se presentan detalladamente las subredes anotadas de la Figura 6.4. El color de los nodos representa
los diferentes medios de cultivo de los que proceden las muestras donde se encontraron estas
moléculas.

6.3.3 El contenido de PE y OL en la membrana es dependiente de la concentracion de
fosfato inorganico en el medio

Como se ha descrito antes, varias especies de bacterias son capaces de sustituir algunos lipidos

de membrana por lipidos sin fosforo en condiciones de limitacion de fosfato en el medio. Para

indagar si S. coelicolor también puede llevar a cabo procesos similares, se prepararon cultivos
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de esta bacteria en medio solido R2YE con diferentes concentraciones de fosfato afiadido,
0.05 mM, 0.5 mMy 5 mM.

Durante crecimiento vegetativo en R2YE, con concentraciones de P; de 0.05 mM y 0.5
mM, se acumula OL, como se habia visto en la seccidon anterior, y PE se encuentra
practicamente ausente de las muestras. En contraste, al crecer a S. coelicolor en R2YE 5 mM
Pi se observa acumulacion de PE, pero no de OL (Figura 6.6). El perfil de lipidos en la

condicion de alto fosfato se asemeja mas al perfil en los medios sélidos SMMS o SFM.

Figura 6.6 Perfil de lipidos de S. coelicolor en diferentes concentraciones de P;.

Andlisis de TLC de dos dimensiones de muestras de lipidos de cultivos de S. coelicolor M145 crecidos
en R2YE con 0.05 mM, 0.5 mM o 5 mM de P; afladido. Las muestras fueron cosechadas 60 horas
después de la inoculacién. Se utilizé el Sistema 1 para la separacion mediante TLC. Se realizaron
tinciones con ninhidrina para mostrar lipidos con grupos amino primario (manchas rojas, indicadas con
puntas de flecha rojas). También se hicieron tinciones con Phospray para revelar fosfolipidos
(manchas azules, indicadas con puntas de flecha azules). Imagenes de las dos tinciones fueron
superpuestas para mostrar amino-fosfolipidos (manchas moradas, indicadas con puntas de flecha
moradas). PE, fosfatidiletanolamina; OL, lipido de ornitina; CL, cardiolipina; MLCL, monoliso
cardiolipina; ALs, aminolipidos sin identificar.

Ademas de la acumulacion de OL en los medios con bajo fosfato, también se observa una
mayor cantidad relativa de aminolipidos sin fosforo desconocidos en las condiciones con bajo
y medio Pj, y una menor cantidad de fosfolipidos en estas muestras al compararlas con las

derivadas del medio con alto fosfato.
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6.3.4 La composicion de la membrana es remodelada durante el desarrollo morfoldgico
en S. coelicolor.

Se compararon muestras de lipidos provenientes de cultivos en distintos medios, cosechados
en diferentes puntos durante el desarrollo morfolégico: en micelio vegetativo, micelio
produciendo hifas aéreas y micelio esporulando. Las técnicas usadas para el andlisis de las
muestras fueron TLC y MS. Los medios que fueron utilizados son R2YE, SMMS, ISP2 y
SFM. Sin embargo, los resultados de cultivos tardios de R2YE y SMMS mostraron una sefial
bastante reducida a causa de la saturacion de las TLCs y de los espectros de masas con
prodigininas y otros metabolitos secundarios, por lo cual se limit6 el andlisis a las muestras de
SFM e ISP2.

Los resultados de los analisis de MS mediante redes de fragmentacion molecular sugieren
una acumulacion preferencial de OL en muestras tardias de cultivos en SFM e ISP2 (Figura
6.4, recuadro inferior). El analisis mediante TLC de extractos de lipidos de cultivos crecidos
en SFM muestra claramente la acumulacion paulatina de OL conforme los cultivos avanzan en
el desarrollo morfologico, y la concurrente disminucion de PE hasta el punto en que PE esta
practicamente ausente de las muestras (Figuras 6.2C y 6.7). Estos resultados fueron
corroborados mediante la comparacion de los espectros de masas de muestras de micelio
vegetativo y micelio esporulando (Figura 6.8). En este andlisis se observa que efectivamente
hay acumulacion de OL en la fase de esporulacion durante el desarrollo de esta bacteria.

Otras diferencias observadas en las muestras crecidas en SFM fueron la disminucion de
CL y MLCL en las muestras tardias, la acumulacion de los derivados manosilados de PI, y la
acumulacion de un fosfolipido desconocido que migra cerca del origen, con un R; intermedio
entre DLCL y PI (Figuras 6.2C y 6.7).
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Figura 6.7 La composicion de la membrana de S. coelicolor es modificada durante el
desarrollo.

Todos los cultivos se crecieron en medio sélido SFM (A, C, E y G). Los perfiles de lipidos fueron
analizados mediante TLC de dos dimensiones (B, D, F y H). La TLC fue realizada con el Sistema 2, y
las capas finas fueron tefiidas con ANS. (A, B) 1 dia después de la inoculacion, los cultivos se
encontraban en fase vegetativa. (C, D) 3 dias después de la inoculacion comienza la ereccion de hifas
aéreas. (E, F) 5 dias tras la inoculacion, los micelios comienzan la fase de esporulacion. (G, H) 8 dias
después de la inoculacién se observa abundante esporulacién en la mayor parte de la superficie de la
caja. PE, fosfatidiletanolamina; OL, lipido de ornitina; PA, acido fosfatidico; PG, fosfatidilglicerol; CL,
cardiolipina; MLCL, monoliso cardiolipina; DLCL, diliso cardiolipina; PI, fosfatidil-mio-inositol; PIM,
mandsidos de fosfatidilinositol; UPL1, fosfolipido desconocido. Imagen adaptada de Sandoval-
Calderén et al. (2015) (Anexo 1).
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Figura 6.8 El andalisis de MS muestra acumulacion de OL en micelio en esporulacion.

Los cultivos de S. coelicolor M145 fueron realizados en SFM y se tomaron muestras en dos diferentes
tiempos tras la inoculacion, antes de la ereccién de hifas aéreas (2 dias) y después del comienzo de la
esporulacién (7 dias). Se muestra el intervalo de 630-700 m/z donde se detectan los iones
correspondientes a OL y PE. En el micelio vegetativo sélo se detectan iones correspondientes a PE
(Parte superior de la grafica). En el micelio esporulando se detectan iones de OL, adicionalmente a los
iones de PE (Parte inferior de la grafica). La identidad de los compuestos fue determinada por
comparacion de los espectros de MS/MS con los espectros de fragmentacion de estandares o los
reportados en la literatura (Vences-Guzman et al., 2011). Imagen adaptada de Sandoval-Calderén et
al. (2015) (Anexo 1).

6.3.5 La concentracion de PE en la membrana esta influenciada por el pH del medio de
cultivo

Adicionalmente a la concentracion de P; en el medio R2YE, que es considerablemente menor
que la contenida en otros medios de cultivo normalmente utilizados, otra diferencia de este
medio con los otros utilizados es su pH ligeramente elevado (entre 7.5 y 8), debido a la
adicion de hidréxido de sodio al final de la preparacion del medio. Para explorar si el pH del
medio pudiera estar contribuyendo a la atipica composicion de lipidos en las muestras
obtenidas en estas condiciones de crecimiento, comparamos el perfil de lipidos de muestras en
SMMS, un medio maés definido, en pH 7.2 y pH 8.0.

En tiempos cortos de crecimiento, durante la fase de micelio vegetativo, observamos que
las muestras crecidas en pH 8.0 no acumulan PE (Figura 6.9), a pesar de que en SMMS no se

observo la desaparicion de PE en etapas tardias de crecimiento, a diferencia de lo observado
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en otros medios de cultivo como SFM o ISP2 (ver seccion anterior). También en contraste con
lo observado durante la esporulacion en SFM o ISP2, no se observd la acumulacion de OL ni
alteraciones radicales en otros lipidos polares, lo que nos indica que la relacién entre el pH y la

acumulacion de PE puede ser mas especifica que otras de las adaptaciones estudiadas.

Figura 6.9 El pH elevado en SMMS inhibe la acumulacion de PE en S. coelicolor.

TLC de dos dimensiones de extractos de lipidos de cultivos de S. coelicolor M145 cultivado en
diferentes pH. Los cultivos de donde se tomaron las muestras fueron crecidos durante dos dias en
SMMS pH 7.2 o pH 8.0. La TLC fue desarrollada con el Sistema 1. Se realizaron tinciones con
ninhidrina para mostrar lipidos con grupos amino primario (manchas rojas, indicadas con puntas de
flecha rojas). También se hicieron tinciones con Phospray para revelar fosfolipidos (manchas azules,
indicadas con puntas de flecha azules). Imagenes de las dos tinciones fueron superpuestas para
mostrar amino-fosfolipidos (manchas moradas, indicadas con puntas de flecha moradas). PE,
fosfatidiletanolamina; CL, cardiolipina; MLCL, monoliso cardiolipina.

6.4 Conclusiones

En S. coelicolor observamos una gran plasticidad de la composicion de la membrana, con
practicamente el reemplazo total de los lipidos polares al contrastar varias condiciones de
crecimiento. Estos cambios parecen responder a una multitud de factores, desde el tipo de
cultivo, si se realiza en suspension o sobre un sustrato solido; factores de estrés abiotico, como
variaciones en el pH; y disponibilidad de nutrientes como el fosfato inorganico. Ademas de las
grandes variaciones encontradas en las muestras provenientes de diferentes medios de cultivo,
también observamos remodelacion de la composicion de los lipidos polares dependiente de la
fase del desarrollo en que se cosecharon las muestras, lo que nos indica ademas que diferentes
momentos dentro del ciclo de vida de S. coelicolor pueden requerir de distintos componentes

de la membrana.
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Reconstruccidon bioinformatica de
la sintesis de fosfolipidos de

Streptomyces coelicolor

7.1 Introduccidn

A pesar de que S. coelicolor ha sido por décadas un modelo de estudio para genética y
regulacion del desarrollo en Streptomyces, y para la investigacion acerca de la bioquimica de
metabolismo secundario en actinobacterias, particularmente de policétidos y péptidos no
ribosomales, hay relativamente muy poca investigacion acerca de la sintesis de los
componentes de la envoltura celular en esta especie bacteriana.

Sin embargo, aprovechando estrategias de gendmica comparativa es posible profundizar
en el conocimiento faltante de la bioguimica de fosfolipidos de esta bacteria. En M.
tuberculosis se ha trabajado mas en la investigacion de las rutas biosintéticas de fosfolipidos, y
a pesar de la distancia evolutiva, algunos componentes del metabolismo de lipidos en
Streptomyces podrian estar conservados con bacterias de clados bastante mas alejados, como

Bacillus subtilis y algunas bacterias Gram-negativas como E. coli y Sinorhizobium meliloti.
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7.2  Objetivos especificos

» Realizar la identificacion en el genoma de S. coelicolor de homologos de los genes
conocidos en otras especies bacterianas que participan en la biosintesis de fosfolipidos.

» Localizar pasos en las vias metabolicas sin genes asignados, y utilizar estrategias
bioinformaticas, como conservacion de contexto gendmico, prediccion de motivos y
dominios estructurales en las proteinas, y perfiles filogenéticos, para proponer genes
candidatos que puedan codificar para las enzimas faltantes.

» Comparar la reconstruccion bioinformatica de S. coelicolor con otros genomas de

actinomicetos.

7.3 Resultados

7.3.1 Reconstruccion de la biosintesis de los intermediarios PA'y CDP-DAG

En el genoma de S. coelicolor no existe ningin gen que codifique para un homdlogo a la
enzima que cataliza el primer paso de la sintesis de PA, la glicerol-3P aciltransferasa, que
sintetiza liso-PA. Como se describio en la seccion 1.2.1, existen dos sistemas conocidos en
otras bacterias que llevan a cabo este paso enzimatico, PIsB y el sistema PIsX/PIsY, y en la
mayoria de los actinomicetos no existen homologos probables a ninguno de los genes
codificantes para estas enzimas (Figura 7.1). Solo en el clado al que pertenecen los géneros
Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus y Gordonia se encontraron homologos a PIsB,
mientras que homdlogos a PIsX/PIsY solo fueron hallados fuera de los Actinomycetales, en
actinobacterias de los 6rdenes Coriobacteriales y Rubrobacterales.

Para localizar algun posible candidato que codifique a la enzima que cataliza esta reaccion
enzimatica esencial, se identificd primero el homologo al gen responsable del paso anterior en
la via de sintesis del PA (Figura 7.2). El gen SCO5559 esta predicho como codificante para la
dihidroxiacetona fosfato reductasa (GpdA o GpsA), que sintetiza G3P a partir de
dihidroxiacetona fosfato (DHAP). SCO5559 es bastante similar (42% de identidad y 58% de
similitud) a la GpdA de B. subtilis (Morbidoni et al., 1995), y a dos genes paralogos anotados
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como gpdA en M. tuberculosis (43% de identidad con GpdAl y 56% con GpdA2). Al lado de
este gen en S. coelicolor se encuentra el gen SCO5558, y la proteina codificada por esta
secuencia contiene un dominio de O-aciltransferasa. Este gen parece estar bastante conservado
en muchos otros actinomicetos, y sus homologos siempre se encuentran al lado de los

homologos a gpsA (Figura 7.3).

Figura 7.1 Conservacion filogenética de homologos a las diferentes proteinas que catalizan la
primera acilacion del G3P en actinobacterias.

Se muestra un arbol filogenético de las diferentes familias en la clase Actinobacteria. Las familias en
las que se encontré al menos un homdlogo a PIsB estan indicadas con cuadrados abiertos. Aquellas
familias donde hay homodlogos al sistema PIsX/PIsY estan marcados con tridngulos grises. Las
familias donde se encuentran homélogos al gen SCO5558 estan marcados con circulos negros. La
filogenia fue adaptada de Ventura et al. (2007).

En consecuencia, se propone que el gen SCO5558 codifica para la G3P aciltransferasa.
Como evidencia adicional a favor de esta hipotesis, se puede observar una clara correlacion

inversa en la distribucion filogenética de homologos a SCO5558 con respecto a la presencia de
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homologos a plsB o plsX/plsY en las actinobacterias (Figura 7.1). Esto quiere decir que los
homologos a SCO5558 solo se encuentran en especies que no poseen homoélogos a los otros
genes que llevan a cabo esta funcion. Esta enzima, de corroborarse su actividad, representaria
una familia novedosa involucrada en la sintesis de liso-PA, pues SCO5558 estd mas
cercanamente emparentada con PISC (30% idéntica a la PIsC de B. subtilis), y solo existe un
caso reportado de este tipo de enzima participando en esta reaccion, la enzima PIsD de
Clostridium butyricum (Heath et al., 1997).

Figura 7.2 Biosintesis propuesta de PA y CDP-DAG en S. coelicolor.

El homélogo mas probable a la enzima DHAP reductasa, que sintetiza G3P (GpsA) es SCO5559. Se
propone que SCO5558 (PIsD*) es responsable de la primera acilacién de G3P para sintetizar LPA.
Hay varios genes en el genoma de S. coelicolor homdélogos a secuencias codificantes para la sintasa
de PA (PIsC). El homélogo méas cercano a la CDP-DAG sintasa (CdsA) es SC05628. DHAP,
dihidroxiacetona fosfato; G3P, glicerol 3-fosfato; LPA, acido lisofosfatidico; PA, acido fosfatidico; CDP-
DAG, difosfato de citidina-diacilglicerol.

El siguiente paso de la sintesis de PA es una segunda reaccion de acilacion al G3P para
formar PA. Este paso estd catalizado por la enzima PIsC. Existen cinco aciltransferasas
similares a PISC en S. coelicolor, SCO1085, SCO1759, SCO2122, SCO1566 y SCO1228.
Todos estos genes estan bien conservados entre actinomicetos, pero SCO2122 es el mejor

conservado entre ellos.
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Figura 7.3 El contexto genémico del gen gpsA esta conservado en muchos actinomicetos.

Las flechas azules corresponden a homologos a gpsA, y las flechas rojas rio arriba de este gen
codifican para la aciltransferasa SC0O5558 en S. coelicolor y sus homélogos en otros actinomicetos.
Las especies incluidas en la comparacion fueron Arthrobacter arilaitensis, Acidothermus cellulolyticus,
Amycolatopsis mediterranei, Bifidobacterium longum subsp. Infantis, Catenulispora acidiphila,
Clavibacter michiganensis, Frankia sp., Kocuria rhizophila, Leifsonia xyli, Streptomyces coelicolor,
Streptomyces griseus, Streptomyces avermitilis, Thermobifida fusca, y Tropheryma whipplei. Este
analisis de contexto gendémico fue realizado con la herramienta Gene Context Tool |li
(http://operons.ibt.unam.mx/gct3/). Los genes estan coloreados de acuerdo a su COG.

El siguiente paso en la sintesis de fosfolipidos es la produccion de CDP-DAG, el
intermediario a partir del cual divergen las vias de sintesis de los demés fosfolipidos. La
sintesis de CDP-DAG se lleva a cabo por la enzima CdsA, y hay un homologo claro al gen
codificante para esta proteina en S. coelicolor, SCO5628 (Figura 7.2), que es 40 % identico en

la secuencia traducida a proteina con CdsA de E. coli.

7.3.2 Genes predichos en las vias de biosintesis de PG, CL, PSy PE

El homélogo a PgsA en S. coelicolor, que es la PGP sintasa, esta codificado por el gen
SCO5756 (Sandoval-Calderon et al., 2009), que es ortélogo del gen pgsA3 de M. tuberculosis,
del cual existe evidencia experimental de su participacion en la sintesis de PG (Jackson et al.,
2000). Por otro lado, no fue posible encontrar homdlogos claros para la PGP fosfatasa en esta

bacteria. La sintesis de CL en S. coelicolor fue ya discutida en las secciones 1.2.3y 2.1.
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Los genes predichos que participan en la sintesis de PE, SCO6467 y SCO6468 (Sandoval-
Calderon et al., 2009), codificarian para PssA y Psd, respectivamente. Estos genes
aparentemente se encuentran en un operén, y estan ampliamente conservados en
actinomicetos. Aungue no hay corroboracion experimental de sus funciones, la evidencia

bioinformatica es suficientemente fuerte como para proponer su anotacion de esta manera.

7.3.3 Prediccion de los genes en la ruta biosintética de Pl y PIMs

Otros lipidos caracteristicos en S. coelicolor son Pl y sus derivados manosilados. La sintesis
de PI ha sido ampliamente estudiada en Mycobacterium (ver seccion 1.2.4). El gen pgsAl, que
codifica para la PIP sintasa en M. tuberculosis es un gen esencial (Jackson et al., 2000), y tiene
un homdlogo cercano en S. coelicolor (SCO1527) (Sandoval-Calderon et al., 2009), que
ademas presenta una gran conservacion del contexto genomico. Aparentemente formando
parte del mismo operon, se encuentra el gen codificante para una probable glicosiltransferasa
(SC0O1526) homdloga a PimA de M. tuberculosis, la enzima encargada de catalizar la primera
manosilacion de Pl en la posicion 2 del inositol para producir PIM; (Kordulakova et al., 2002).
También adyacente se encuentra el gen codificante para una aciltransferasa (SC0O1525)
homologa a la enzima (AcylT) en M. tuberculosis que cataliza la transferencia de un residuo
de palmitato a la posicién 6 de ese residuo de manosa para sintetizar Ac-PIM; 0 Ac-PIM;
(Kordulékova et al., 2003) (Figura 7.3).

Tambien se encuentra en el genoma de S. coelicolor un ortélogo (SC02132) al gen que
codifica para PimB’, la enzima que en M. smegmatis cataliza la segunda transferencia de
manosa para producir PIM; (Guerin et al., 2009). Aln no se conocen las enzimas encargadas
de la sintesis de PIM3 y PIM,4 en Mycobacterium, pero la enzima PimE, que sintetiza PIMs no
tiene homologos claros en S. coelicolor, lo que es consistente con la ausencia aparente de

PIMs y PIMg en este organismo.
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Figura 7.3 El operon probablemente encargado de la sintesis de Ply derivados esta
conservado en actinomicetos.

El primer gen del operdn putativo esta anotado como pgsAl (en color café), pero es en realidad el que
codifica para la PIP sintasa (PisA); el segundo gen (flecha color turquesa) es homdlogo a la
manosiltransferasa PimA; el tercer gen (flecha gris con naranja) codifica para una aciltransferasa
homéloga a AcylT. Las especies representadas son Amycolatopsis mediterranei, Corynebacterium
glutamicum, Frankia alni, Mycobacterium tuberculosis, Nocardia farcinica, S. coelicolor, y Salinispora
tropica. Este andlisis de contexto genémico fue realizado con la herramienta Gene Context Tool IlI
(http://operons.ibt.unam.mx/gct3/). Los genes esta coloreados de acuerdo a su COG.

7.4 Conclusiones

A pesar del amplio conocimiento que se tiene del metabolismo secundario de S. coelicolor y
de muchos otros actinomicetos, aun quedan varios pasos centrales por descubrir en las vias de
sintesis de moléculas esenciales del metabolismo primario. Resaltamos que para la gran
mayoria de los actinomicetos no se conoce cual gen esta codificando para la enzima que
cataliza el primer paso en la biosintesis de los glicerofosfolipidos, pero mediante la
convergencia de varias herramientas bioinformaticas logramos proponer un gen candidato, que
representaria una familia de enzimas novedosa, y que esta ampliamente conservado en la

mayoria de las bacterias de este clado.
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Sintesis y posibles funciones
de los lipidos de ornitina en

Streptomyces coelicolor

8.1 Introduccion

Habiendo corroborado experimentalmente la presencia de OL en S. coelicolor, surge la
necesidad de explorar la ruta de biosintesis de este compuesto, que no se ha estudiado en
ningun otro actinomiceto. Ademas, OL parece ser de los compuestos mas variables en la
membrana de Streptomyces, y podria tener algun papel en la respuesta a la limitacion de
fosfato inorganico en el medio y en etapas tardias del desarrollo morfoldgico, puesto que son

condiciones donde estos lipidos sin fosforo se acumulan preferencialmente.
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8.2 Objetivos especificos
» Identificar los genes responsables de la sintesis de OL en S. coelicolor.
» Corroborar experimentalmente la funcion de estos genes mediante la construccién de
cepas mutantes.
» Estudiar el fenotipo de estas cepas mutantes para ampliar la comprension de la funcion

de los lipidos de ornitina en S. coelicolor.

8.3 Resultados

8.3.1 SC00921-SC0O0920 son homologos a olsB-olsA
Como se describio en la seccion 1.2.5, la sintesis de OL ha sido bien caracterizada en varios
clados de bacterias Gram-negativas. Se encontrd0 un gen codificante para una proteina
hipotética en S. coelicolor (SC00921) con un dominio de N-aciltransferasa y con considerable
similitud a OIsB de Sinorhizobium meliloti (35% de identidad, 42% de similitud y 82% de
cobertura). Rio abajo de este gen, en un operdn aparente se encuentra una O-aciltransferasa,
enzima de la misma familia que OIsA (33% de identidad, 44% de similitud y 81% de
cobertura) y que podria catalizar la segunda reaccion de acilacion para sintetizar OL. El
arreglo de estos dos genes se encuentra ampliamente conservado en otras actinobacterias
(Figura 8.1).

Como evidencia adicional del posible papel de estos genes en la sintesis de OL, estos
genes se han encontrado sobre expresados en S. coelicolor en condiciones de limitacion de P;
(Martin et al., 2012).

8.3.2 SCO0921 es necesaria para la sintesis de OL

Se construyd una mutante en el gen SCO0921 mediante el reemplazo de la copia silvestre de
este gen con una version interrumpida con el transposon Tn5062, como se describe en la
seccion de métodos. Si en efecto SCO0921 y SCO0920 se encuentran en el mismo operon,

esta mutante por insercion deberia ademas tener abatida la expresion del gen SCO0920.

Universidad Nacional Auténoma de México | 63



Figura 8.1 El operon putativo olsB-olsA esté altamente conservado en actinomicetos.
Homdlogos a SCO0921 estan resaltados en azul. Homologos a SCO0920 estan resaltados en rojo.
Los organismos comparados son S. coelicolor A3(2), S. griseus NBRC13350, Saccharopolyspora
erythraea NRRL2338, Stackebrandtia nassauensis DSM44728, Amycolatopsis mediterranei S699,
Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium smegmatis MC2155, Rhodococcus equi 103S,
Tsukamurella paurometabola DSM20162, Nocardia farcinica IFM10152, Kitasatospora setae KM-6054,
Micromonospora aurantiaca ATCC27029, Salinispora arenicola CNS-205, Actinoplanes missouriensis
431. Este andlisis de contexto gendémico fue realizado con la herramienta Gene Context Tool Il
(http://operons.ibt.unam.mx/gct3/). Los genes estan coloreados de acuerdo a su COG. Imagen
adaptada de Sandoval-Calderén et al. (2015) (Anexo 1).

Como se esperaba, la cepa mutante es incapaz de producir OL, pero el resto del perfil de
lipidos es similar entre la mutante y la cepa silvestre (Figura 8.2). A la cepa mutante se le
integro el operon completo SCO0921-SC0O0920, incluyendo 200 pares de bases de la region
rio arriba de SCO0921, para ser expresado en trans, y la cepa resultante mostro
complementacion de la acumulacién de OL. Por los resultados anteriores, se renombraron

estos dos genes como olsB y olsA.
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Figura 8.2 La mutante olsB™ es deficiente en la produccién de OL.

TLCs de dos dimensiones de extractos de lipidos de diferentes cepas de S. coelicolor. Los paneles
superiores corresponden a los perfiles de lipidos de cepas crecidas en limitacion de fosfato (0.05 mM
P)), y los inferiores corresponden a muestras provenientes de medio con alto fosfato (5 mM P;). Las
cepas comparadas son la cepa silvestre (M145), la mutante en SC0O0921 (olsB™), la mutante con el
vector vacio (olsB™.plJ-BS), y la mutante complementada con el operon SC00921-SC0O0920 en trans
(olsB™.plJ-o0lsBA). Las TLC fueron desarrolladas con el Sistema 1. Se realizaron tinciones con
ninhidrina para mostrar lipidos con grupos amino primario (manchas rojas, indicadas con puntas de
flecha rojas). También se hicieron tinciones con Phospray para revelar fosfolipidos (manchas azules,
indicadas con puntas de flecha azules). Imagenes de las dos tinciones fueron superpuestas para
mostrar amino-fosfolipidos (manchas moradas, indicadas con puntas de flecha moradas). OL, lipido
de ornitina; PE, fosfatidiletanolamina; CL, cardiolipina; MLCL, monoliso cardiolipina; DLCL, diliso
cardiolipina; PI, fosfatidilinositol. Imagen adaptada de Sandoval-Calderén et al. (2015) (Anexo 1).

8.3.3 La mutante olsB™ presenta desarrollo morfoldgico y produccién de actinorrodina
acelerados
Ademas del fenotipo en la composicion de lipidos, se exploraron otras caracteristicas de la
mutante olsB™. Esta cepa presenta una produccién precoz del pigmento azul actinorrodina al
crecerla en medio R2YE en condiciones de limitacion de P;, y mantiene una mayor produccién
de este metabolito secundario a lo largo del desarrollo (Figura 8.3A). No hay una gran
diferencia aparente entre la mutante y la cepa silvestre en R2YE con altas concentraciones de
Pi (Figura 8.3B).
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La mutante olsB™ también muestra una aceleracion del desarrollo morfoldgico en
medio solido R2YE, comenzando la ereccion de hifas aéreas y la esporulacion antes que en la
cepa M145. Esta diferencia fenotipica se observa tanto en los medios con alto y bajo P,
aunque es mas pronunciada en limitacion de fosfato (Figura 8.3 A y B). Este fenotipo es

complementado en la cepa mutante portadora del operdon olsBA.

Figura 8.3 Desarrollo morfolégico y metabdlico de la mutante olsB™.

(A y B) Cajas con cultivos de las cepas M145, olsB™, olsB .plJ-BS, y olsB™.plJ-olsBA, crecidas en
medio solido R2YE con 0.05 mM P; (A) o 5 mM P; (B). En la fila superior de (A) y (B), se presentan
fotografias de la parte inferior de las cajas para mostrar la produccion de actinorrodina (visible como el
pigmento azul obscuro), mientras que en la fila inferior se observan fotografias desde arriba de las
cajas, para mostrar el inicio de la ereccion de las hifas aéreas (la parte blanca sobre el micelio
vegetativo de color rojo). Imagen adaptada de Sandoval-Calderén et al. (2015) (Anexo 1).

8.4 Conclusiones

Identificamos exitosamente los genes que participan en la sintesis de OL en S. coelicolor, y
homologos a estos genes estan ampliamente distribuidos en otras actinobacterias. Ademas de
corroborar que SCO0921 es necesario para la produccion de OL, descubrimos que la mutante
en este gen presenta un desarrollo metabolico y morfologico anormal, mostrando produccién
precoz de actinorrodina y adelantando también el proceso de diferenciacion. Estos efectos
podrian ser consecuencia de una dificultad para responder a condiciones limitantes de fosforo

en el medio de cultivo, pero también podrian indicar papeles adicionales de los lipidos de
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ornitina en varios procesos celulares de Streptomyces. La verificacion experimental de la
funcién de olsA, y de la regulacion transcripcional del operdn putativo olsB-olsA aun esta

pendiente.
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BlUsqueda de los genes responsables

de la biosintesis de MLCL y DLCL

9.1 Introduccidn

En S. coelicolor, CL y sus derivados, monoliso-cardiolipina (MLCL) y diliso-cardiolipina
(DLCL), pueden llegar a conformar mas del 50% de todos los fosfolipidos (Figura 6.2). Esta
concentracion elevada de CL es una caracteristica conservada en bacterias del mismo género
(Batrakov and Bergelson, 1978;Hoischen et al., 1997) que contrasta con otros modelos
bacterianos estudiados, pues en la mayoria de los procariontes la cardiolipina no se encuentra
en porcentajes por encima de 15% (Nishijima et al., 1988;Kawai et al., 2004). Como se
menciono previamente, la sintesis de CL es esencial para el apropiado desarrollo de S.
coelicolor (Jyothikumar et al., 2012) y este resultado podria deberse también a la incapacidad
de sintetizar MLCL y DLCL si estas moléculas son derivados metabélicos de la CL.

Dado que la acumulacion de MLCL y DLCL parece estar conservada en diferentes
especies de Streptomyces (Hoischen et al., 1997) — aungue no en otros actinomicetos como
Corynebacterium glutamicum (Ozcan et al., 2007) — es posible que exista algn requerimiento

funcional para la presencia de este par de derivados de la cardiolipina.
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En bacterias no se ha descrito ninguna fosfolipasa especifica de cardiolipina, aunque
existe una enzima con esta actividad reportada en Saccharomyces cerevisiae, codificada por el
gen CLD1, la cual participa en el proceso de remodelacion de los acidos grasos de la CL
(Beranek et al., 2009).

Por los motivos expuestos, nos planteamos investigar la sintesis de estas moléculas en
bacterias del género Streptomyces, comenzando por la identificacion del gen o los genes que

codifican a las enzimas encargadas de la produccion de MLCL y DLCL.

9.2 Objetivo especifico

» Identificar a los genes codificantes de las enzimas responsables de la acumulacién de

MLCL y DLCL en la membrana de S. coelicolor.

9.3 Resultados

9.3.1 Evaluacion de un sistema para la expresion heterologa de lipasas especificas de CL
El gen CLD1 de S. cerevisiae se clond en el pldsmido pET17b y la cepa E. coli BL21
(DE3).pLysS fue transformada con esta construccion. Se realizd el anélisis de los lipidos de la
cepa de E. coli que expresa a Cld1lp mediante TLC y los resultados muestran disminucion de
la mancha que corresponde a la CL y la aparicion de nuevas manchas cerca del origen, lo que
indica que son lipidos més polares (Figura 9.1).

Estos resultados fueron complementados mediante analisis de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas de muestras de lipidos sin marcar, para confirmar la
presencia de MLCL y/o DLCL. Los resultados de MS indican que en la cepa que expresa al
gen CLD1 hay un aumento en el contenido de algunas clases de &cidos grasos, una
disminucion en la cantidad de PG vy, principalmente, confirman la presencia de MLCL (Figura
9.2B) y DLCL (Figura 9.2D). Adicionalmente, se puede observar la aparicion de un nuevo
compuesto con una masa mayor que CL, y que puede ionizarse con una carga de -3, al cual se
denomino super-CL (SCL) (Figura 9.2F). Estos resultados nos indican que E. coli es un buen
sistema para la expresion de la actividad que estamos buscando — una fosfolipasa especifica de
CL -
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Figura 9.1 La expresion de CLD1 en E. coli provoca la acumulacién de nuevos lipidos.

(A) TLC de una dimensién de muestras de lipidos marcados con [14C], donde se comparan la cepa
gue porta el plasmido vacio con la cepa que porta el gen CLD1 clonado en pET17b, en cultivos con y
sin IPTG. La TLC fue realizada con los solventes de la segunda dimension del Sistema 1. (B)
Cuantificacion de los lipidos mostrados en (A), realizada con el software ImageQuant.

9.3.2 Identificacion de posibles fosfolipasas en el genoma de S. coelicolor

Se realizé una busqueda de similitud de secuencia (BLAST, PSI-BLAST) tomando como
punto de partida las secuencias de aminoacidos de diversas fosfolipasas conocidas, y se
eligieron los mejores resultados de estas busquedas. De manera paralela, se realizo la
identificacion de dominios caracteristicos de acil hidrolasas (dominios de alfa/beta hidrolasas,
lipasas y carboxilesterasas) en todas las secuencias de proteinas que se encuentran codificadas
en el genoma de S. coelicolor. La basqueda se llevo a cabo mediante el programa HMMER,
que usa modelos ocultos de Markov para identificar dominios conservados (Mistry et al.,
2013). Los modelos de los dominios se obtuvieron de la base de datos de Pfam (Bateman et
al., 2004).
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Figura 9.2 La expresion de CLD1 causa la acumulacion de MLCL, DLCL y SCL en E. coli.

Las cepas de E. coli fueron crecidas en LB liquido a 30 °C. Se afadié 0.1 mM de IPTG al llegar a una
ODeg20 nm de 0.4 y se cosecharon las muestras dos horas después. Los extractos de lipidos fueron
analizados mediante espectrometria de masas en modo negativo. En (A), (C) y (E) se muestran los
espectros correspondientes a la cepa que porta al plasmido vacio, en (B), (D) y (F) se muestran los
correspondientes a la cepa donde se indujo la expresién del gen CLD1. Las especies moleculares
monoliso cardiolipina (MLCL), diliso cardiolipina (DLCL) y super cardiolipina (SCL) se encuentran
Unicamente en la cepa que expresa a CLD1.

En el resto de los genomas de actinobacterias se buscaron marcos abiertos de lectura
(ORFs) homologos a cada uno de los elementos de esta primer lista de secuencias y, con base
en sus perfiles filogenéticos, se redujo la amplitud de la lista de candidatos. Finalmente, se
reviso cada uno de los candidatos de manera manual para evaluar otras evidencias, como la
conservacion de sitios cataliticos o del contexto genomico, que pudieran servir para
discriminar entre todos a los mas prometedores. Se construyeron dos listas de genes
candidatos, con diferentes puntos de corte en los pardmetros contemplados durante la

busqueda, principalmente los criterios de conservacion en otros actinomicetos.
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Tabla 9.1 Genes candidatos obtenidos mediante la busqueda bioinformatica de posibles

fosfolipasas en el genoma de S. coelicolor.

Gen Dominio Pfam Notas

GDSL -like Similar a lipC de Bacillus subtilis. Altamente

SC01253 Lipase/Acylhydrolase con_serve_ldo en  Streptomyces, conservado en
actinomicetos

Altamente conservado en Streptomyces y algunos otros

SC02123 Alpha/beta hydrolase 1 actinomicetos

Relacionado de manera distante a cldl de

SC02886  Alpha/beta hydrolase 1 Saccharomyces cerevisiae.

Conservado entre las actinobacterias
SC03644  Alpha/beta hydrolase 3

Altamente  conservado en  Streptomyces vy

SCP4298  Carboxylesterase actinomicetos

Posible hélice transmembranal. Altamente conservado

SCO4746  Alpha/beta hydrolase 1 en actinobacterias

Altamente conservado en Streptomyces y algunos otros

SCO5165  Alpha/beta hydrolase 1 actinomicetos

Homologos en muchos otros actinomicetos, sin

SCO5322  Patatin homélogos en Corynebacterium

Altamente  conservado  en  Streptomyces vy

SCO6127  Carboxylesterase actinomicetos

Homdlogos cercanos en Streptomyces y otros
SCO6966  Putative lysophospholipase actinomicetos, posibles homdélogos en algunos
Corynebacterium

Conservado entre las actinobacterias
SCO7131 Alpha/beta hydrolase 3

Tabla 9.2. Genes candidatos obtenidos mediante la bdsqueda bioinformética de posibles

fosfolipasas en el genoma de S. coelicolor. Criterios relajados.

Gen Dominio Pfam Notas
SCO1175 Esterase/lipase Conservacion modesta en Streptomyces y actinomicetos
SC01228  Acyltransferase Altamente conservado en actinomicetos
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SCO1264

SCO1566

SCO1735
SCO1759

SCO1881

SC02392

SC02622

SC02892

SC02961

SCO3078

SCO3171

SCO3305

SCO3325

SCO3642

SC0O4368

SC04392

SCO4555

SCO4799

SCO5067

Hydrolase/ acyltransferase

Acyltransferase

Secreted lipase
Acyltransferase

Esterase

Lipoprotein/ esterase/ lipase

Acyltransferase

Esterase/lipase

Acyltransferase

Esterase/lipase

Hydrolase/ acyltransferase

Acyltransferase

Acyltransferase

Acyltransferase

Lipase / phospholipase

Hydrolase/ acyltransferase

Acyltransferase

Lipase/ acyltransferase

carboxylesterase

Buena conservacion en Streptomyces, conservacion
modesta en el resto de actinomicetos

Altamente conservado en actinomicetos

Altamente conservado en actinomicetos

Altamente conservado en Streptomyces, buena
conservacion en actinomicetos

Buena conservacion en Streptomyces, conservacion
modesta en el resto de actinomicetos

Buena conservacion en Streptomyces, conservacion
pobre en el resto de actinomicetos

Buena conservacion en Streptomyces, ausente de la
mayoria de otros actinomicetos

Buena conservacion en Streptomyces, conservacion
pobre en el resto de actinomicetos

Buena conservacion en Streptomyces, conservacion en el
resto de actinomicetos restringida a clados cercanos

Altamente conservado en Streptomyces, buena
conservacion en actinomicetos

Altamente conservado en Streptomyces, buena
conservacion en actinomicetos

Conservacion modesta en Streptomyces, conservacion
pobre en el resto de actinomicetos

Altamente conservado en actinomicetos

Buena conservacion en Streptomyces, conservacion
modesta en el resto de actinomicetos

Buena conservacion en algunos Streptomyces,
conservacion pobre en el resto de actinomicetos

Pobremente conservado

Altamente conservado en Streptomyces, conservacion
pobre en el resto de actinomicetos

Buena conservacion en Streptomyces, conservacion
pobre en el resto de actinomicetos

Conservacion modesta en actinomicetos
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SC05172 Hydrolase/ acyltransferase Altamente conservado en Streptomyces, conservacion
modesta en el resto de actinomicetos

SC05215 Esterase/lipase Altamente conservado en Streptomyces, conservacion
modesta en el resto de actinomicetos
SCO6774 Esterase/lipase Altamente conservado en actinomicetos

9.3.3 Expresion heterologa de lipasas putativas

Tras la expresion de la primer lista de once genes candidatos en E. coli Rosetta 2, sélo se
observaron diferencias en el perfil de lipidos de la cepa que expresa a SCO2886, donde parece
haber un aumento en el contenido de CL y una disminucion de PG. EIl experimento se repitio

tres veces para verificar que estos cambios sean consistentes y significativos (Figura 9.3).

Porcentaje del contenido de lipidos

W pECXK99E  © Sco2886 77.89
7406 '3
22.59
14.88

7.24 -
336 -
[

CL PG PE

Figura 9.3 Composicién de lipidos de E. coli expresando al gen SC0O2886.

Cuantificacion de extractos de lipidos marcados con [14C] de la cepa de E. coli que expresa al gen
SC02886, en comparacion con la cepa que porta el plasmido vacio (pECXK99E). La cuantificacién de
los lipidos fue realizada con el software ImageQuant, a partir de una TLC desarrollada con los
solventes de la segunda dimension del Sistema 1. CL, cardiolipina; PG, fosfatidilglicerol; PE, fosfatidil-
etanolamina.

Se realizaron tres réplicas de la expresion en E. coli Rosetta 2 de la segunda lista de genes

candidatos y se observaron algunas de diferencias en la composicién de los fosfolipidos de
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varias de las cepas (Figura 9.4), como el aumento de la cantidad de cardiolipina en las que
expresan a los genes SCO1566, SCO1759 y SCO2961, o el incremento en la cantidad de
acidos grasos en las que expresan a los genes SC02392 y SCO6774. Sin embargo, no fue
posible identificar si la expresion de alguno de estos genes provoca la acumulacion de MLCL
0 DLCL en E. coli.

6774
5558
5172
4799
4555
4368
3325
3171
2961
2892
2622
2392
1759
1735
1566
1264
1228
1175
CLD1
pET17b

Ex1
N PE
EPG
ECL
BFA1
HFA2

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 9.4 Porcentaje de diferentes lipidos en las cepas de E. coli que expresan los genes
candidatos de S. coelicolor.

Se comparan diferentes cepas que expresan los respectivos genes de S. coelicolor, clonados en el
vector pET17b, incluyendo a la cepa con el vector vacio como comparacién. La cuantificacion de los
lipidos fue realizada con el software ImageQuant, a partir de TLCs desarrollada con los solventes de la
segunda dimensién del Sistema 1. X1 es un lipido sin identificar; PE, fosfatidiletanolamina; PG,
fosfatidilglicerol; CL, cardiolipina; FA1l y FA2, acidos grasos.

9.3.4 Mutagénesis de genes candidatos
Cabe la posibilidad de que los resultados negativos de los experimentos de expresion
heter6loga de los candidatos se deban a que nuestros sistemas de expresién no hayan sido los

Universidad Nacional Autbnoma de México | 75



adecuados. Para descartar la posibilidad anterior, se construyeron las mutantes por insercién
de algunos de los genes candidatos (SCO1253, SC0O2123, SC0O2886, SCO4298, SCO4746,
SCO5322) con base en los ultimos pasos de la estrategia descrita por Gust et al. (2003) y
utilizando cosmidos que portan una insercion del transposén Tn5062 dentro de la secuencia de
cada uno de nuestros genes de interés.

Se realizéd la confirmacion de las mutaciones de las cepas SCO01253::Tn5062 y
SC02123::Tn5062 mediante la amplificacion por PCR de un fragmento de DNA con un
oligonuclettido que es especifico para una region interna del transposon insertado (resultados
no mostrados). No fue posible confirmar la insercion del transposén en el gen SCO2886
utilizando este metodo, asi que utilizamos la técnica de Southern blot. EI DNA gendmico de la
cepa silvestre y tres posibles mutantes fue digerido con la enzima de restriccion Bglll, y se
utilizd una sonda de DNA complementaria a una regién rio abajo del gen SC02886. Los
resultados del Southern blot (Figura 9.5) son consistentes con lo esperado, que era un
fragmento de 4613 pares de bases (pb) en la cepa silvestre, y un fragmento de 8055 pb en la
cepa que porta el transposon Tn5062 insertado en el gen. A esta cepa mutante se le denomino
MSCO01.

Figura 9.5 Southern blot de tres candidatos a mutantes insercionales de SC0O2886.
Se muestran candidatos a mutantes (lineas 1, 2 y 3), en comparacién con la cepa silvestre (WT). A la
izquierda se indica el tamano inferido de las bandas.

9.3.5 Fenotipos de la mutante MSCO1

La mutante con el gen SCO2886 interrumpido presenta un desarrollo morfologico anormal,
comenzando la produccion del pigmento gris caracteristico de las esporas hasta dos dias antes
que la cepa silvestre (Figura 9.6). Sin embargo, a pesar de que la esporulacion parece

comenzar con anticipacion en la cepa MSCO01, la cantidad de unidades formadoras de colonia
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de preparaciones de esporas de muestras tomadas a diferentes tiempos durante el cultivo en

SFM no alcanzan los niveles que en la cepa silvestre (Figura 9.6).

Figura 9.6 La mutante MSCO1 presenta esporulacion precoz pero menor rendimiento en la
produccion de esporas viables.

En la gréfica se indica la cuantificacién de unidades formadoras de colonias a partir de preparaciones
de esporas tomadas a diferentes intervalos tras la inoculaciéon de cultivos en SFM. Debajo de la
gréfica, se observan fotos de las cajas de cultivo en los tiempos correspondientes y la progresién en la
produccion de esporas.

Por otro lado, el perfil de lipidos de esta mutante no presentd diferencias radicales con
respecto a la cepa silvestre, s6lo una mayor cantidad de PE en ciertos tiempos tras la

inoculacion de cultivos en medio sélido (Figura 9.7).
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Figura 9.7 La mutante MSCO01 acumula mas PE en algunas condiciones.

En los paneles superiores se observan los perfiles de lipidos de cultivos en SFM cosechados al inicio
de la esporulacion (cuatro dias después de la inoculacién). En los inferiores se observan cultivos tras
30 horas en ISP2. En ambos casos, el perfil de la mutante (derecha) presenta una mancha que
corresponde a PE, de mayor intensidad que en el control (izquierda). Las TLC fueron desarrolladas
con el Sistema 2 y teflidas con ANS.

9.4 Conclusiones

Ninguno de los genes candidatos parece estar involucrado en la sintesis de MLCL o de DLCL,
pues la expresion heteréloga de éstos en E. coli no mostré evidencia de acumulacién de estos
compuestos, ni las mutantes generadas perdieron la capacidad de producir MLCL o DLCL.
Sin embargo, se identifico una lipasa putativa (SCO2886) que podria estar involucrada en el
metabolismo de fosfolipidos, pues su expresion en E. coli altera el perfil de lipidos de
membrana, y la mutante deficiente en este gen acumula mas PE que la silvestre. Ain mas
interesante resulta el fenotipo de esta mutante en la diferenciacion morfoldgica, puesto que el
programa de desarrollo parece estar alterado, con esporulacion precoz, pero deficiente. Los
datos anteriores nos sugieren que esta enzima podria estar participando en la remodelacion de

las membranas de S. coelicolor durante el desarrollo.
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Discusion General y Perspectivas

10.1 Discusion
La composicion lipidica de las membranas bacterianas ha sido histéricamente utilizada como
parte de la descripcion y clasificacion de nuevas especies y linajes bacterianos (Shaw,
1974;Lechevalier et al., 1977;Tindall et al., 2010;Zhang et al., 2011). Esto esta basado en la
suposicion de que organismos relacionados deberian de tener perfiles de lipidos similares,
pues las actividades del metabolismo central estarian compartidas. ElI problema de esta
aproximacion es que el perfil de lipidos tendria que mantenerse estable en diversas
condiciones de crecimiento, lo cual claramente no va a ser el caso para una gran cantidad de
organismos, pues las membranas juegan en realidad un papel bastante activo en el
metabolismo y la fisiologia celular. Se ha visto que en muchos organismos hay varios
procesos de remodelacion de este compartimento celular, y S. coelicolor es un ejemplo radical
dentro de este grupo.

Hay varias posibles explicaciones para la gran diversidad de perfiles lipidicos presentados
por esta bacteria. Lo mas obvio es la diferencia en contenido nutricional de varios medios, que

impondra restricciones a la tasa de crecimiento en unos medios mas que en otros, lo cual
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podria requerir diferentes caracteristicas fisicoquimicas de la membrana. Adicionalmente, el
carecer de algunos sustratos esenciales en ciertas condiciones de crecimiento también obligaria
a suplir algunos lipidos por otros que impongan una menor demanda nutricional, como
producir lipidos sin fosforo en vez de fosfolipidos cuando este elemento es escaso. Otra
posible razon para algunas diferencias podria ser el estrés mecanico provocado al forzar el
crecimiento disperso en un medio liquido de esta bacteria cuyo habitat son los sustratos
solidos o semi-sélidos, y que puede requerir de caracteristicas especiales en la membrana al
forzarse la fragmentacion continua del micelio. Varios tipos de estrés ambiental también
pueden estar afectando el perfil de lipidos, con variaciones en el pH y la osmolaridad entre
varios medios de cultivos utilizados.

Algunas otras caracteristicas del metabolismo de este organismo podrian estar jugando un
papel relevante en la remodelacion de la membrana. En fase estacionaria, S. coelicolor suele
producir una amplia gama de metabolitos secundarios, como las prodigininas y la
actinorrodina. Las prodigininas en particular se acumulan en cantidades abrumadoras, tanto
que en varios andlisis inhibian las sefiales de los lipidos de membrana y dificultaban el
procesamiento de las muestras. Las prodigininas son muy hidrofébicas, tanto que se extraen
junto con los lipidos de membrana en nuestros experimentos y se quedan asociadas al micelio
en vez de difundirse al medio. Estas moléculas, que tienen muchas propiedades citotoxicas
(Stankovic et al., 2014), podrian estar imponiendo estreses en la membrana que requieren un
reajuste de la composicion de la envoltura celular.

S. coelicolor es atipica entre las bacterias en tanto que acumula lipidos de almacenamiento
energético en ciertas etapas del ciclo de vida, en forma de gotitas de triglicéridos dentro de la
célula (Olukoshi and Packter, 1994). Esta produccion de material hidrofobico quiza también
requiera del reajuste del metabolismo de lipidos polares para ayudar a la
compartamentalizacion celular de las reservas de energia.

Por otro lado, el desarrollo morfologico de S. coelicolor requiere de la produccion de
diferentes tejidos donde la envoltura celular tiene diferentes constricciones geomeétricas,
diferentes tasas de biosintesis, propiedades superficiales bastante contrastantes, y seguramente
también distintas proteinas integrales de membrana. Cualquiera de estas variables, o todas
ellas, podrian requerir de distintos componentes para llevar a cabo de manera Optima las

funciones de la membrana citoplasmatica.
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El caso de los lipidos de ornitina muestra cOmo varios de estos procesos pueden estar
actuando simultdneamente en la remodelacion de la membrana de Streptomyces. Por un lado,
parece ser claro que OL juega un papel en la respuesta a la limitacion de fosforo en el
ambiente. Sin embargo, también presentamos indicios de un posible rol en los procesos de
diferenciacion morfoldgica y metabolica de este organismo.

Finalmente, nuestra exploracion de las rutas biosintéticas de los lipidos de membrana en
actinomicetos arrojo resultados interesantes, como la aparente ausencia de homdlogos
encargados del primer paso de la sintesis de fosfolipidos en S. coelicolor y la mayoria de los
actinomicetos, que refuerza nuestro interés en estudiar no solamente el metabolismo
secundario de este clado de organismos, sino también las vias metabdlicas centrales, puesto

que hay bastante quimica novedosa aun por ser descubierta hasta en estos organismos modelo.

10.2 Perspectivas

A partir del trabajo presentado nos surgen bastantes posibles lineas de investigacion. Habiendo
descrito la gran plasticidad de la composicion de las membranas de S. coelicolor, resta aln
explicar por qué se requieren algunos lipidos en especifico para ciertas condiciones de
crecimiento, ademas de que aun se desconocen los procesos regulatorios que controlan la
remodelacion de la membrana.

Con respecto a las predicciones bioinformaticas de las rutas biosintéticas de fosfolipidos,
la continuacion obligada es obtener evidencia experimental que nos permita corroborar
nuestras hipdtesis. La comprobacion de las funciones predichas de varios de estos genes seria
de gran relevancia no sélo para la bioquimica de lipidos de S. coelicolor, sino para la fisiologia
general de muchos actinomicetos de los que se desconocen los mismos procesos.

Se construyeron dos cepas mutantes que presentan alteraciones en la diferenciacion
morfoldgica (olsB™ y la deficiente en la lipasa putativa SC0O2886), pero desconocemos cual es
el efecto a nivel estructural de las membranas y la envoltura celular de estas mutantes, y el
proceso celular que estd provocando estas alteraciones. Seria bastante enriquecedor
profundizar en el estudio de la morfologia de estas cepas a nivel microscépico y estructural.
¢Existe remodelacion de otras partes de la envoltura celular? ¢Hay alteraciones en la forma y

estructura de las esporas entre estas cepas mutantes? ;Hay diferencias en la resistencia a estrés
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de estas esporas? ¢La distribucion de la maquinaria de sintesis de peptidoglicano se ve
afectada en estas mutantes?

Con respecto a la sintesis de MLCL y DLCL, aun desconocemos cual o cuales son los
genes responsables, y es necesario proponer una estrategia diferente para la determinacion de
las secuencias encargadas de estos pasos enzimaticos. Habiendo identificado varias
condiciones donde S. coelicolor acumula grandes cantidades de estos metabolitos, podrian
compararse experimentos de transcriptdmica y protedmica para obtener una lista de genes que
se expresan preferencialmente en estas condiciones, y a partir de ahi filtrar aquellos que
pudieran participar en el metabolismo de lipidos a partir de los dominios estructurales de las
proteinas que codifiquen. Realizar una mutagénesis aleatoria también seria una posibilidad
para resolver este problema, pero seria necesario utilizar métodos de analisis que permitan
comparar de manera paralela los perfiles metabdlicos de decenas de cepas mutantes en poco
tiempo para realizar el tamizaje del banco de mutantes. Analisis de MS con inyeccion
automatizada de muestras pequefias seria una excelente posibilidad, pero desafortunadamente

carecemos del equipo necesario para llevar a cabo este tipo de enfoque experimental.
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Anexo 2

Recetas de medios de cultivo de S. coelicolor

ISP2 sélido

49

Extracto de Levadura

10g

Extracto de Malta

49

Dextrosa

204g

Agar

1L

Agua destilada

YEME liquido

39

Extracto de levadura

5¢

Bacto-peptona

39

Extracto de malta

10g

Glucosa

340 g

Sacarosa

1L

Agua destilada

Después de autoclavear, afiadir:
MgCl,.6H,0 (2.5M) 2 mL/L (5mM final)

Para preparar YEME sélido, se afiade 20 g/L

de agar antes de esterilizar.

SFM sélido

209

Harina de soya

209

Manitol

209

Agar

1L

Agua de la llave

Autoclavear una vez, agitar ligeramente el
medio mientras sigue liquido y volver a
autoclavear.

SMMS

29 Casaminoécidos

5.96 g | Buffer HEPES (25 mM final)
1L Agua destilada

Vaciar 200 mL de la solucion en matraces de
250 mL con 3 g de agar cada uno. Tapar los
matraces y autoclavear. Al momento de usarse,
fundir el medio y afiadir a cada matraz:

2mL NaH,PO, + K;HPO,

(50 mM cada uno)

1mL MgSQ, (1 M)

3.6 mL | Glucosa (50 % p/v)

0.2 mL | Solucién de elementos traza*

Solucién de elementos traza:

0.1g/L | ZnSO4 7H,0
0.1g/L | FeSO4 7H,0
0.1g/L | MnCl,-4H,0
0.1 g/L | CaCl,-6H,0
0.1 ¢g/L | NaCl

Preparada fresca cada 2-4 semanas, esterilizada
por filtracién. Almacenar a 4 °C.
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R2YE solido

Preparar la solucion siguiente:

103 ¢ Sacarosa

025g | K:SO,

10.12 g | MgCl,.6H,0

10¢ Glucosa

0.1g Casaminoécidos

800 mL | Agua destilada

Verter 80 mL de la solucién en matraces de
250 mL, cada uno con 2.2 g de agar. Tapar los
matraces y autoclavear. Al momento de usarse,
fundir el medio y afiadir a cada frasco las
siguientes soluciones esterilizadas en el orden
indicado:

ImL | KH.PO, (0.5%)

gmL | CaCl,.2H,0 (3.68%)

1.5mL | L-prolina (20%)

10 mL | Buffer HEPES (5.96%) ajustado a
pH 7.2 (25 mM final)

0.2mL | Solucién de elementos traza’

0.5mL | NaOH (1N) (no es necesario

esterilizar)

5mL Extracto de levadura (10 %)

230lucion de elementos traza:

40 mg/L | ZnCl,

200 mg/L | FeCl3-6H,0

10 mg/L | CuCl,-2H,0

10 mg/L | MnCl;-4H,0

10 mg/L Na,B,0O;-10H,0

10 mg/L (NH4)6M07024'4H20
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Anexo 3

Oligonucledtidos

Nombre Secuencia Sitios de restriccion
Op_0920-21_F 5’-atatggatccgcgttcagtgaacgttcgcc-3’ BamHI
Op_0920-21_R 5’-attagaattcatccagcggtatggaaacggc-3’ EcoRI
Sc06966_EcoRI_F 5'-acaagaattcatggccgaggcccgcgagcac-3' EcoRI
Sc06966_BamHI_R 5'-aaaaggatccacaaacgcccggcggaccccg-3' BamHI
Cld1_Ncol_F 5'-aaaaccatggccttcaagtcaactttaaactcc-3' Ncol
Cldl1_BamHI_R 5'-aaaaggatccataagaagaaaaatagcggcg-3' BamHI
cldl_BamHI_R2 5'-tattggatccttatattttttgcatttctttcg-3' BamHI
Sco05322_EcoRI_F 5'-acaagaattcgtggtccccgttacgggaggg-3' EcoRI
Sco5322_BamHI_R 5'-aaaaggatccacgcctgggctgattccge-3' BamHI
Sc02886_EcoRI_F 5'-acaagaattcatgaccacgcagcgcccccge-3' EcoRI
Sco02886_BamHI_R 5'-aaaaggatcccgcgatgtgacaggecgegcec-3' BamHI
scol253_BamHI_R 5'-tataggatccgtcggagcctacgaacgg-3' BamHI
scol1253_EcoRI_F 5'-tatagaattcatgcagacgaaccccgcgtac-3' EcoRI
sco02123_EcoRI_F 5'-tatagaattcatgtcggtcctgcccggagce-3' EcoRI
sc02123_Xbal_R 5'-tttatctagagtcgtgctcagccacctgce-3' Xbal
sc03397_Ndel_F 5'-aaaacatatgtcgggcgaggttccgacg-3' Ndel
sc03397_Xhol_R 5'-tatactcgagacggaccggggtcgtcacg-3' Xhol
sco3644_BamHI_R 5'-ataaggatccgctcaccaggccaactgc-3' BamHI
sco3644_EcoRI_F 5'-tatagaattcatgccggacgccgccgcag-3' EcoRI
sco4298_EcoRI_F 5'-tatagaattcatgacgatccctggacctgcc-3' EcoRI
sc04298_Xbal_R 5'-tttatctagaaggtcacgccttcgggtcc-3' Xbal
sco4746_BamHI_R 5'-aataggatccggacgactcagccggg-3' BamHI
sco4746_EcoRI_F 5'-taaagaattcatgcacgtgagcgagagcaac-3' EcoRI
sco5165_BamHI_R 5'-atatggatcctcagcgcacgtacggtcgg-3' BamHI
sco5165_EcoRI_F 5'-taaagaattcatgagcaggaacgccgccttc-3' EcoRI
sco6127_BamHI_R 5'-taaaggatccacatccgcgactccaaag-3' BamHI
sco6127_EcoRI_F 5'-tatagaattcatgcggtcaggccagacgaac-3' EcoRI
sc06384_Ndel_F 5'-aaaacatatggggcatagtcgaggatgg-3' Ndel
sc06384_Xhol_R 5'-atatctcgagttggccgtaccggcagg-3' Xhol
sco7081_BamHI_R 5'-tataggatccgcctggcacgacacc-3' BamHI
sco7081_Ndel_F 5'-aaaacatatgaccgtcgttgaaccgac-3' Ndel
sco7131_EcoRI_F 5'-taaagaattcatgagcgacatcgttctcg-3' EcoRI

Universidad Nacional Auténoma de México |105



sco7131_Xbal_R
sco5558_Ncol_F
sc05558_Hindlll_R
sc02886_probe_F
sc02886_probe_R
Sco1175_Ndel_F
Scoll75 BamHI_R
Sco01228_Ndel_F
Scol228 BamHI_R
Sco1264_Ndel_F
Scol264 BamHI_R
Sco1566_Ndel_F
Scol566_BamHI_R
Sco1735_Ndel_F
Scol735_BamHI_R
Sco1759_Ndel_F
Scol759 BamHI_R
Sco01881_Ndel_F
Scol881_EcoRI_R
Sc02122_Ndel_F
Sco2122_BamHI_R
Sc02392_Ndel_F
Sco02392_BamHI_R
Sc02622_Ndel_F
Sc02622_EcoRI_R
Sc02892_Ndel_F
Sco02892_BamHI_R
Sc02961_Ndel_F
Sc02961_BamHI_R
Sc03078_Ndel_F
Sco3078_BamHI_R
Sco03171_Ndel_F
Sco3171_EcoRI_R
Sco03305_Ndel_F
Sco03305_EcoRI_R
Sc03325_Ndel_F
Sco3325_BamHI_R
Sco03642_Ndel_F
Sco3642_EcoRI_R
Sco04368_Ndel_F

5'-tttatctagagtggcccttccggatcag-3'
5’-aatgccatggtgccccgecgcagaatcggce-3’
5’-accggaagcttgaccggcttgctcacgtge-3’
5’-tagctgtgtacgacccacacgg-3’
5’-tcaaggagcacctggccttcg-3’
5’-gttgcatatgtgcccgatgctcgacgacc-3’
5’-tataggatccgttgcccctcgcetcctccagg-3’
5’-cccccatatgttctactacgtgctcaagtacg-3’
5’-tataggatccgcatgtgtcatacggcgac-3’
5’-gtcccatatgctgacaagctgtctacce-3’
5’-atatggatccttcaggacatcgacccgg-3’
5’-ggcccatatgtcccgcttegtgttcate-3’
5’-atatggatccgccgtatcgcgttggggg-3’
5’-tcaccatatgctgccctggagccgagtg-3’
5’-aataggatccgtcagccgaagaccgaggce-3’
5’-tatacatatgaccgcatcctccgecgegce-3’
5’-cgggggatccactactcaagtgtcactcagc-3’
5’-gacccatatgtcactcagccgaagacag-3’
5’-tctcgaattctcggggtggtctgtgagg-3’
5’-cactcatatgttgtacggcgcgatgaag-3’
5’-tataggatccggtgccgtccgaactacg-3’
5’-gacacatatgggtcgagggacggaccag-3’
5’-gtatggatccgggtcagggattcttcge-3’
5’-gggacatatgactagctcgctgcgatcc-3’
5’-ccacgaattctagacggagaccttctcg-3’
5’-acatcatatgacccggggtcgtgacggg-3’
5’-atatggatccggtgcgctacgccttgacc-3’
5’-cacgcatatgggcacggacaccgacgtac-3’
5’-atatggatccgacacacgtcagccccgg-3’
5’-gctacatatgacgagcatgtcgagggcgag-3’
5’-ataaggatccagccccctttcggectgg-3’
5’-taatcatatgagccgcctgctgcgegtcg-3’
5’-cgtagaattccaggctcaccctgctcatg-3’
5’-gagccatatgcgaataggaaaggcgtcc-3’
5’-gctagaattcgtcacccagacaccggac-3’
5’-tgtacatatggcggacgccaaggtcattc-3’
5’-catcggatcctcagaagaacaccgacctc-3’
5’-gtgacatatgcctgaccttgacccgacc-3'’
5’-tcacgaattccaccctagacatggcgtgce-3’

5’-cctacatatgaccggcagatcacgcacc-3’
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Xbal
Ncol
Hindlll
N/A
N/A
Ndel
BamHlI
Ndel
BamHlI
Ndel
BamHlI
Ndel
BamHI
Ndel
BamHlI
Ndel
BamHlI
Ndel
EcoRl
Ndel
BamHlI
Ndel
BamHlI
Ndel
EcoRl
Ndel
BamHlI
Ndel
BamHlI
Ndel
BamHlI
Ndel
EcoRl
Ndel
EcoRl
Ndel
BamHlI
Ndel
EcoRl
Ndel
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Sco4368_BamHI_R
Sco04392_Ndel_F
Sco4392_BamHI_R
Sco4555_Ndel_F
Sco4555 _EcoRI_R
Sco4799_Ndel_F
Sco4799 _BamHI_R
Sco5067_Ndel_F
Sco5067_EcoRI_R
Sco05172_Ndel_F
Sco5172_BamHI_R
Sco05215_Ndel_F
Sco5215 BamHI_R
Sco6774_Ndel_F
Sco6774_BamHI_R
Sco5558_Ndel_F
Sco5558 _BamHI_R
Sc02886_Ndel_F

5’-ctatggatccggttggagtgacggttgcg-3’
5’-aacgcatatgtccacatttctgctgatacacg-3’
5’-atatggatcctggctaggggagcttgagg-3’
5’-atatcatatgggggcgcacagcaggggc-3’
5’-ctacgaattcagggaagcgcgggtcacg-3’
5’-tcagcatatgaaggtcaccacggcagcac-3’
5’-ataaggatccgtgttttgggggacggcg-3’
5’-acaacatatgaaccaccaccccgagccc-3’
5’-actcgaattcagctccacacctcccgttc-3’
5’-ttaacatatgccttcgaccgagccgcecg-3’
5’-tataggatcccacgtcgcgcctcagcectc-3’
5’-agagcatatgacagaggcggtcgagacgg-3’
5’-taatggatcccaggcgttcagccgagtg-3’
5’-cagacatatgatcgggtcgtacgtggcg-3’
5’-atatggatcctcgggataccggcccctc-3'’
5’-tatacatatgccccgccgcagaatcgge-3’
5’-cccaggatccggtgccgaagacc-3’

5’-gagacatatgaccacgcagcgcccccge-3’
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BamHlI
Ndel
BamHlI
Ndel
EcoRl
Ndel
BamHlI
Ndel
EcoRl
Ndel
BamHlI
Ndel
BamHI
Ndel
BamHlI
Ndel
BamHlI
Ndel
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