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I. INTRODUCCIÓN

Desde hace algún tiempo, el estudio del gen sco2127 de Streptomyces coelicolor ha sido

importante  para  comprender  mejor  el  metabolismo  de  carbono  y  la  diferenciación

morfológica de  este microorganismo. Recientemente, se observó que la eliminación del

gen  sco2127 tiene como resultado una esporulación deficiente y una disminución en la

producción de actinorrodina en medio de cultivo líquido, por lo que se ha propuesto que

este gen podría estar participando indirectamente en dichos procesos. Para analizar el

efecto a nivel molecular de la eliminación del gen  sco2127, se analizó el transcriptoma,

proteoma y metaboloma de la mutante Δsco2127  con respecto a su cepa parental.  Al

analizarse  los  resultados  obtenidos  se  encontraron  diferencias  significativas  en  la

expresión de hasta 179 genes. Entre estos, se encontró alterada la expresión de cinco

reguladores transcripcionales, los cuales podrían formar una red subregulatoria en esta

mutante, amplificando el  efecto de SCO2127. Dentro de estos reguladores, destaca la

inducción en la expresión de SCO0204, un regulador de respuesta de un sistema de dos

componentes.  A través de un estudio bioinformático de los datos obtenidos se obtuvo

evidencia  in  silico  que permite suponer que este sistema de regulación transcripcional

podría estar involucrado en la regulación de la producción y exportación de nitrito en la

mutante Δsco2127. Derivado de estas observaciones, se confirmó experimentalmente que

la mutante  Δsco2127  acumula nitrito. En este escenario, se elucubró que el exceso de

nitrito  es  un  desencadenante  para  las  alteraciones  negativas  en  el  crecimiento,

diferenciación morfológica y la producción de actinorrodina en Δsco2127.

En el presente trabajo se estudió el papel del gen  sco0204  en el metabolismo y en la

producción  de  nitrito  en  S.  coelicolor.  Se  reemplazó  el  gen  sco0204  en  la  mutante

Δsco2127  y en la cepa M145. En estas cepas mutantes y en sus cepas parentales se

evaluó la diferenciación morfológica en medio sólido, el crecimiento en medio líquido, la

producción específica de actinorrodina y la producción específica de nitrito.
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II. MARCO TEÓRICO

El descubrimiento de los antibióticos y el desarrollo de la resistencia

bacteriana

Las enfermedades infecciosas han representado una amenaza para la humanidad desde

el inicio de los tiempos. Hasta la fecha, las enfermedades infecciosas son la segunda

causa  de  muerte  mundial,  causando  hasta  17  millones  de  decesos  anualmente,

principalmente entre infantes y ancianos(1). Sin embargo, antes de la primera mitad del

siglo XX, los médicos difícilmente podían cambiar el curso de una enfermedad infecciosa

hacia  un  panorama  más  favorable.  Esta  situación  cambio  drásticamente  con  el

descubrimiento de los antibióticos como la sulfonamida (1936) y la penicilina (1942), lo que

permitió combatir las enfermedades infecciosas más comunes, reduciendo la mortalidad

(Tabla  1).  Esta  capacidad de  prevenir  y  curar  infecciones  permitió  el  desarrollo  de  la

medicina  en  otros  ámbitos,  permitiendo  el  uso  de  catéteres,  ventiladores,  cirugías

complejas, cuidado de recién nacidos prematuros, trasplante de órganos, etc(2).

Tabla 1. Disminución de la mortalidad de ciertas enfermedades infecciosas tras el uso de antibióticos.

Enfermedad Tasa de disminución

Neumonía adquirida en la comunidad. 25%

Neumonía nosocomial 30%

Endocarditis 75%

Meningitis o infecciones cerebrales 60%

Sin embargo, el uso indiscriminado de los antibióticos pronto trajo a la humanidad una

dura realidad: las bacterias tienen las herramientas metabólicas para hacer frente a los

antibióticos(2). Los genes que permiten la síntesis y la resistencia a los antibióticos han
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evolucionado a lo largo de millones de años, sin embargo, a raíz del surgimiento de los

antibióticos y de su uso desmedido en la clínica ha generado la aparición de organismos

multirresistentes  como  Staphylococcus  aureus resistente  a  meticilina  (SARM),

Enterococcus sp. resistente a glucopéptidos, enterobacterias productoras de β-lactamasa

de espectro extendido (BLEE), etc(3). Aunado al surgimiento de estas nuevas cepas con

resistencias múltiples, viejos enemigos resurgen con una mayor capacidad infecciosa. Así,

el  agente  patógeno  de  la  tuberculosis,  Mycobacterium  tuberculosis,  ha  adquirido  la

capacidad para resistir al tratamiento actual contra la tuberculosis(4).

Esta  creciente  resistencia  de  los  microorganismos  hacia  los  antibióticos  usados en  la

práctica  clínica,  ha  obligado  a  retomar  el  descubrimiento  de  nuevos  antibióticos,

retomando principalmente los antibióticos de origen natural.

El género Streptomyces y la producción de antibióticos

Las  décadas  de  los  años  1950  y  de  1960  se  consideran  como la  época  dorada  del

descubrimiento de nuevos antibióticos ya que durante estos años se descubrió el mayor

número de moléculas bioactivas, principalmente a partir de fuentes de origen natural (5).

Durante estas décadas, sobresalió el orden de los actinomicetos como principal productor

de antibióticos. Los actinomicetos son bacterias Gram positivas, las cuales comprenden

hasta el  65% de la biomasa bacteriana del suelo(6).  Además, este orden bacteriano se

caracteriza por un alto contenido de guanina y citosina en su material genético.

Dentro de los actinomicetos, destaca el género  Streptomyces  que incluye más de 600

especies,  las  cuales  se  han  encontrado  en  ambientes  tan  diversos  como  el  suelo,

sedimentos acuáticos, plantas, etc(7).  En estos ambientes existe una gran competencia

para la captación de los recursos del medio, por lo que los estreptomicetos se han visto

obligados  a  desarrollar  diversas  estrategias  para  asegurar  una  eficiente  captación  de

nutrientes. Una de las estrategias de Streptomyces ha sido la adopción de diversas vías

metabólicas y secretasas, que le permiten aprovechar una amplia variedad de sustratos

del medio ambiente. Sin embargo, la estrategia principal utilizada por Streptomyces es la

síntesis de metabolitos secundarios, algunos de los cuales parecen tener una actividad

antibiótica que elimina o disminuye la  competencia  del  medio ambiente.  En el  ámbito

clínico,  estos  metabolitos  han  demostrado  un  amplio  espectro  de  actividades

Página 4



farmacológicas, por ejemplo: antibióticos (ácido clavulánico), antiparasitarios (avermectina)

y  anti  neoplásicos  (doxorrubicina).  Actualmente  se  estima  que  hasta  el  70%  de  los

antibióticos de origen natural con uso clínico son producidas por el género Streptomyces(8).

Adicionalmente, la secuenciación genómica de especies como  Streptomyces coelicolor,

Streptomyces  griseus  y  Streptomyces  avermitilis  ha  revelado  el  potencial  de  estos

organismos para sintetizar hasta 5 veces más metabolitos secundarios que los descritos

previamente(9–12).  Sin embargo,  también han sido descubiertos  diversos sistemas de

regulación  que  requieren  ser  estudiados  para  explotar  el  potencial  metabólico  de  los

estreptomicetos(5), por lo que resulta necesario comprender los mecanismos regulatorios

que desencadenan la  producción  de estas  moléculas,  para  optimizar  su  producción  y

obtener un mayor rendimiento del producto(13).

Streptomyces coelicolor como modelo de estudio

S. coelicolor  es el actinomiceto más estudiado del género  Streptomyces. La elección de

este microorganismo como modelo de estudio se debe a la producción característica de

dos antibióticos coloridos: actinorrodina (un policétido color azul) y undecilprodigiosina (un

derivado pirrólico de color rojo)(14). La producción de estos dos metabolitos secundarios ha

facilitado el  estudio de sus respectivas vías biosinteticas y regulatorias, a través de la

observación de cambios en la producción de los antibióticos, en respuesta a la expresión

diferencial de distintos genes de interés(14). 

S. coelicolor además produce otros tres antibióticos con una débil actividad: el antibiótico

dependiente de calcio CDA (Calcium Dependant Antibiotic), el pigmento gris de espora y la

metilenomicina A (Figura 1)(8). Si bien estos antibióticos no son usados habitualmente para

la evaluación de sus rutas biosintéticas, estos antibióticos son un ejemplo de la basta

variedad de estructuras que produce Streptomyces.
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Además de la característica producción de antibióticos, la morfología filamentosa en los

actinomicetos  es  distintiva  porque  involucra  un  complejo  proceso  de  diferenciación

morfológica  en  el  que  influyen  factores  celulares  y  externos.  El  ciclo  de  vida  de  S.

coelicolor  comienza con una única espora,  a  partir  de la  cual  se desarrolla  el  micelio

vegetativo, el  cual crece en forma de células .  Cuando los nutrientes se agotan en el

medio circundante, el micelio vegetativo comienza un proceso de apoptosis, que permite la

liberación  de  los  nutrientes  necesarios  para  la  formación  del  micelio  aéreo  y  la

esporulación  (Figura  2).  Diversos  estudios  señalan  una  clara  relación  entre  la

diferenciación  morfológica  y  la  producción  de  metabolitos  secundarios,  los  cuales

aparentemente  responden  a  una  necesidad  ecológica  de  obtener  la  mayor  cantidad

posible de nutrientes en el medio y permitir la supervivencia de la bacteria a condiciones

adversas(14–16).  Además,  diversos  reguladores  transcripcionales  que  afectan  a  la

diferenciación morfológica afectan también la producción de antibióticos y viceversa(17–19).
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Con el inicio de la era genómica surgió el proyecto de la secuenciación del genoma de S.

coelicolor, en aras de comprender mejor las vías metabólicas, regulatorias y biosintéticas

de este microorganismo. Este proyecto se desarrolló en el Wellcome Trust Sanger Institute

y culminó con la liberación de la secuencia del genoma en el año 2002(9).

El genoma de S. coelicolor  tiene un contenido de G+C de aproximadamente el 72.12%.

Consta  de  un  único  cromosoma  lineal  con  8,667,507  nucleótidos  y  contiene

aproximadamente  7,825  secuencias  codificantes,  lo  que  representa  una  densidad

codificante del  88.9%. Mientras que los genes esenciales para la supervivencia de  S.

coelicolor  se encuentran distribuidos en el centro del cromosoma, los genes necesarios

para  el  metabolismo  secundario  y  el  aprovechamiento  de  fuentes  de  carbono  no

preferenciales, suelen encontrarse en los extremos del cromosoma(9).

En su momento era de particular interés conocer si los cinco antibióticos tradicionales de

S. coelicolor eran los únicos metabolitos secundarios que este organismo podía sintetizar.
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Al analizarse el genoma de S. coelicolor se encontraron las rutas biosintéticas necesarias

para  la  síntesis  de  hasta  20  metabolitos  secundarios  diferentes.  Estos  metabolitos

secundarios que no se expresan en condiciones de laboratorio, se denominan crípticos,

dado que su producción es desencadenada por señales o eventos que aún se deben de

comprender. La capacidad de S. coelicolor para regular la producción de sus metabolitos

secundarios en función de su entorno y la disponibilidad de nutrientes indica que las vías

biosintéticas están más reguladas de lo esperado(20). Al analizarse el genoma en búsqueda

de  elementos  regulatorios,  se  encontró  que S.  coelicolor  cuenta  con  al  menos  965

proteínas regulatorias (12.3%) en distintos sistemas de regulación(9).

Estas proteínas regulatorias de  S. coelicolor se clasifican de acuerdo al mecanismo de

regulación  (Figura  3).  La  mayoría  de  estas  proteínas  controlan  la  transcripción  de

proteínas efectoras u otras proteínas regulatorias(21).

Regulación catabólica por fuentes de carbono

La forma más sencilla en la  que se puede regular la producción de antibióticos es la

variación de los componentes y su concentración en el medio de cultivo. Se sabe que el

inicio de la biosíntesis de metabolitos secundarios en cultivos líquidos ocurre durante las

etapas tempranas de la fase estacionaria, en respuesta al medio ambiente circundante, y

puede ser afectada por la concentración de grupos fosfato, oxígeno, fuentes de carbono y

nitrógeno,  así  como  a  la  temperatura,  el  pH  y  la  luz (22). También  se  sabe  que  en

Streptomyces la fuente de carbono es uno de los factores más importantes para el control
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del metabolismo secundario. Numerosos estudios reportan que en presencia de distintos

carbohidratos,  la  fuente  de  carbono  preferencial  será  consumida  primero  para  la

generación  de  biomasa  y  la  producción  de  antibióticos  será  abatida.  Posteriormente,

durante la fase estacionaria, se consumirá la segunda fuente de carbono(22). Este efecto,

denominado regulación catabólica por carbono (RCC), permite un mejor aprovechamiento

de las fuentes de carbono disponibles en el momento, dando preferencia a las fuentes de

carbono  que  se  asimilan  con  mayor  facilidad.  Este  efecto  también  depende  de  la

concentración de la fuente de carbono preferencial, es decir, a bajas concentraciones, la

fuente preferencial se agotara rápidamente y permitirá el aprovechamiento de la fuente de

carbono menos favorable para la producción de antibióticos(23).

Se  conocen  varias  proteínas  que  intervienen  en  la  interrupción  de  la  síntesis  de

antibióticos ante la presencia de glucosa, sin embargo, aún se desconoce el mecanismo

molecular  por  el  cual  la  glucosa  afecta  la  síntesis  de  la  actinorrodina  y  reprime  el

metabolismo de otras fuentes de carbono(23–25).

Los diferentes estudios para comprender los mecanismos moleculares de la RCC llevaron

a  buscar  cepas  resistentes  a  este  mecanismo.  En  1982,  Hodgson  obtuvo  distintas

mutantes  resistentes  a  2-deoxiglucosa  (Dog),  un  análogo  tóxico  a  la  glucosa.  Las

mutantes resistentes a Dog (mutantes DogR) eran insensibles a la RCC, siendo capaces

de utilizar glicerol, arabinosa, galactosa y fructosa como fuente de carbono en presencia

de  altas  concentraciones  de  glucosa.  Debido  a  que  el  85% de  estas  mutantes  eran

incapaces de crecer utilizando a la glucosa como única fuente de carbono, se concluyó

que los mecanismos moleculares por los cuales estas cepas eran resistentes a la RCC les

impedía  el  consumo  de  glucosa,  siendo  factible  la  afectación  de  alguna  enzima

indispensable para el metabolismo de glucosa(23). Al analizarse la actividad de la glucosa

cinasa (GlK) se encontró un decremento en su actividad(26),  por lo que se cree que la

incapacidad de las mutantes DogR para asimilar glucosa pudiera ser una deficiencia en la

expresión de la GlK. Para corroborar esta hipótesis se complementó a una mutante DogR

con un fragmento de ADN, el cual contiene a los genes glK y sco2127,  lo que ocasionó

una recuperación de la actividad de GlK, permitió el consumo de glucosa y recuperó el

efecto  de  la  RCC.  Sin  embargo,  en  estudios  posteriores  se  comprobó  que  la

complementación exclusiva con el gen sco2126 (glk) no implica la recuperación total de la

RCC, por lo que se elucubra acerca de la importancia del gen sco2127 en la RCC(27).
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Participación de SCO2127 en la regulación catabólica por fuentes de

carbono

El gen que codifica para la proteína SCO2127 se localiza en el fragmento mencionado

anteriormente, por lo tanto, se ha sugerido que su presencia es esencial para la RCC por

glucosa.  En  mutantes  DogR de  la  cepa  productora  de  doxorrubicina,  Streptomyces

peucetius var. caesius, se restableció completamente el transporte y consumo de glucosa

sólo cuando se complementó con la proteína SCO2127 de S. coelicolor(28). Sin embargo, la

proteína SCO2127 (191 aminoácidos) no cuenta con dominios de unión a ADN y carece

de una función conocida. En la base de datos UniProt(29) SCO2127 aparece como una

proteína no caracterizada y su secuencia de aminoácidos solamente posee similitud con

sus ortólogos del género Streptomyces.

La baja identidad de secuencia que exhibe SCO2127 con cualquier proteína caracterizada

hasta el momento dificulta la formulación de una hipótesis acerca de su funcionamiento,

por lo que para conocer las implicaciones de esta proteína en el metabolismo de glucosa y

en la regulación de la síntesis de antibióticos se eliminó el gen sco2127 de S. coelicolor(30).

El  análisis  de  la  mutante  Δsco2127  reveló  afectaciones  en  el  crecimiento  y  en  la

producción  de  antibióticos,  lo  que  sugiere  que  SCO2127  regula  positivamente  la

producción de antibióticos. Sin embargo, estos estudios no han revelado el mecanismo

molecular  de SCO2127 y hasta el  momento se desconoce cómo la  ausencia del  gen

puede provocar un efecto pleiotrópico en la célula. 

Adicionalmente, se realizó una comparación entre la mutante ∆sco2127 y la cepa silvestre

M145 usando distintos acercamientos a escala genómica, que incluyen transcriptómica y

proteómica. En este estudio se encontraron cambios en la expresión de 179 transcritos y

208 proteínas (Figura 4) los cuales confirmaron que SCO2127 tiene un efecto pleiotrópico

sobre el metabolismo de S. coelicolor(31).
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Las proteínas expresadas diferencialmente entre la cepa silvestre y la mutante Δsco2127

se agruparon de acuerdo a su función y se identificaron cinco proteínas con dominios de

unión a ADN (Tabla 2), lo que advierte la presencia de redes subregulatorias en la mutante

Δsco2127 que  estarían  amplificando  el  efecto  de  SCO2127  en  la  célula. Entre  estas

proteínas destaca SCO0204, un posible regulador de respuesta de la familia LuxR, cuya

expresión mostró un aumentó significativo en la mutante ∆sco2127 con respecto a la cepa

silvestre, lo que sugiere un papel protagónico de SCO0204 en la mutante  Δsco2127 e

invita a profundizar en el estudio de este regulador de respuesta en dicha mutante.

Tabla 2. Proteínas con dominios de unión a ADN que cambiaron su expresión en la mutante Δsco2127.

Gen Proteína
Cambios en la expresión

Transcriptómica Proteómica

sco0204 Posible regulador LuxR +14.7 +3.36

sco2440 Posible regulador IclR +3.38 +3.95

sco2792 AdpA, regulador transcripcional AraC +3.30

sco4158 Posible regulador LacI -2.15

sco4493 Posible regulador AsnC -1.7
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Figura 4 Proporción de transcritos y proteínas cuya expresión se vio alterada en la mutante  Δsco2127  con
respecto a la cepa silvestre M145. En ambos casos se observa una proporción similar en la represión y la
sobreexpresión de los genes.



SCO0204 como ejemplo de un regulador LuxR

Generalmente, un regulador de respuesta forma parte de un sistema de dos componentes

(TCS, del inglés  Two  Components  System), integrado por una histidina cinasa (HK, del

inglés  Histidine  Kinase)  y  un  regulador  de  respuesta  (RR).  Estos  elementos

transcripcionales suelen encontrarse juntos en el genoma, pero también se ha observado

la  presencia  de  algunos  RR  sin  una  HK  contigua,  a  estos  RR  se  les  denomina

huérfanos(32).  Ante  cierto  estimulo  químico,  la  HK  se  auto  fosforila  y  posteriormente

transfiere su grupo fosfato al RR, el cual sufre cambios conformacionales que le permiten

unirse al ADN y regular positiva o negativamente la transcripción de sus genes blanco (33).

El extremo C-terminal de la proteína codificada por el gen sco0204 posee un dominio de

unión a ADN característico de la familia de proteínas LuxR, caracterizado por su estructura

terciaria hélice-giro-hélice (HTH, Helix-Turn-Helix). Los reguladores pertenecientes a esta

familia,  controlan  genes  blanco  que  participan  en  procesos  tan  diversos  como  la

autoinducción  (quorum  sensing),  síntesis  de  antibióticos,  movilidad,  nodulación,

transferencia  de  plásmidos,  bioluminiscencia  y  formación  de  biopelícula(33).  En  el  otro

extremo de SCO0204 (extremo N-terminal) se encuentra la región regulatoria, en donde se

encuentra  un residuo conservado de aspartato  que funciona como receptor  del  grupo

fosfato de la HK. 

En 2009, Wang y colaboradores demostraron que la histidina cinasa codificada por el gen

sco0203, localizado río abajo de sco0204, fosforila al regulador de respuesta SCO0204 así

como al regulador de respuesta huérfano SCO3818, el cual carece de una histidina cinasa

contigua(32).  Estos autores además observaron que la eliminación del  gen  sco0203 así

como del sistema de dos componentes  sco0203/sco0204 tienen un efecto positivo en la

producción de actinorrodina. Sin embargo no se ahonda acerca de los posibles genes

blanco de SCO0204.

En otro estudio se observó la sobre expresión de SCO0204 en una cepa carente del gen

tdd8, un gen que suele sobre expresarse cuando la célula se encuentra en condiciones de

estrés oxidativo(34). El análisis transcripcional de la mutante Δtdd8 también mostró la sobre

expresión de dos grupos de genes, el primero, comprendido entre sco0161 y sco0181 y el

segundo entre sco0197 y sco0220. Estos genes contienen en su promotor una secuencia
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de  15  nucleótidos  conservados  que  forman  un  inverso  repetido,  separado  por  2

nucleótidos no conservados (Figura 5). Este motivo es similar al del regulador DosR de

Mycobacterium tuberculosis, un regulador transcripcional que se activa en condiciones de

hipoxia, y que permite la supervivencia de M. tuberculosis en el interior del hospedero. La

semejanza de SCO0204 con DosR permitió teorizar que SCO0204 estaría actuando como

un regulador del estrés en condiciones de microaerobiosis, las cuales suelen hallarse en

suelos poco ventilados(35,36).

A  pesar  de  haber  realizado  un  acercamiento  bioinformático  distinto,  Tierrafría  y

colaboradores encontraron el mismo sitio de unión del regulador SCO0204 (Figura 5b) (31).

Estos investigadores encontraron que al menos 23 genes, localizados entre  sco0167 y

sco0268, podrían estar regulados por SCO0204, ya que poseen el posible sitio de unión

en su región promotora (Tabla 3). Estas proteínas incluyen a SCO0204, lo que significaría

un proceso de autorregulación, característico de los reguladores transcripcionales LuxR (33).

Además, se encontraron proteínas relacionadas con el metabolismo del nitrato, como el

transportador  de  nitrato/nitrito  NarK  (sco0213) y  el  complejo  de  la  nitrato  reductasa

NarG2H2I2J2  (sco0216-19).  Este sistema ha sido descrito en otros modelos biológicos,

principalmente  en  Escherichia  coli K12  en  donde  el  complejo  de  la  nitrato  reductasa

(NarG) y el transportador de nitrato/nitrito (NarK) son controlados por el sistema de dos

componentes NarL/NarX. Cabe señalar que NarL posee un 36% de identidad con respecto

a SCO0204(37).
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Reducción de nitrato en Streptomyces coelicolor

La inducción  de los genes  narG2H2I2J2  y  narK en la  mutante  ∆sco2127,  sugieren la

acumulación de nitrito en dicha mutante. En consistencia con esto, se comprobó que la

mutante ∆sco2127 produce 4 veces más nitrito que la cepa parental M145(31). El nitrito en

medio líquido tiende a la formación espontánea de óxido nítrico, un radical libre altamente

reactivo, citotóxico y lipofílico que reacciona fácilmente con el ADN y las proteínas (38). Se

ha encontrado que en cultivos de S. coelicolor adicionados con nitrito, el crecimiento y el

desarrollo se ven afectados negativamente(39), lo que puede explicar la afectación en la

formación  de  micelio  y  la  producción  de  actinorrodina  en  la  mutante  ∆sco2127.  En

conjunto,  estas evidencias permiten suponer  que SCO0204 regula la  expresión de los

genes encargados de la reducción de nitrato a nitrito, así como la exportación del nitrito al

exterior  de  la  célula.  El  sitio  activo  del  complejo  NarG2H2I2  se  localiza  en  la  región

citoplasmática, lo que sugiere que el ión nitrato aparentemente es transportador al interior

de la célula NarK antes de ser reducido a nitrito. Posteriormente, este mismo transportador

sería el encargado de exportar el nitrito de la célula (Figura 6).
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Figura 5. Comparación de los posibles sitio de unión de SCO0204, de acuerdo a lo descrito por a), Tierrafria y
colaboradores; b), Daigle y colaboradores



Aunque S. coelicolor es un organismo aerobio, su genoma contiene tres complejos nitrato

reductasa (NarGHI  sco6532-35,  NarG2H2I2  sco0216-19 y  NarG3H3I3  sco4947-50),  de

manera  similar  a  las  bacterias  anaerobias  o  microaerobias.  La  presencia  de  estos

complejos suponen para S. coelicolor una ventaja evolutiva que permite a la espora entrar

en un estado de latencia en condiciones desfavorables, como la hipoxia. 

Si  bien  S.  coelicolor es  incapaz  de  crecer  en  condiciones  anaerobias,  las  esporas

mantienen  su  viabilidad  aún  después  de  largos  períodos  de  hipoxia.  Fischer  y

colaboradores demostraron que esta viabilidad depende de la presencia de los complejos

de la nitrato reductasa, al obtener una triple mutante (nar1 nar2 nar3), cuyas esporas son

incapaces  de  sobrevivir  a  la  hipoxia(39).  En  un  estudio  posterior,  estos  mismos

investigadores demostraron, que la expresión de los tres complejos depende del estadio

fisiológico de S. coelicolor. Ellos observaron que en esporas unicelulares se expresan los

complejos Nar1 y Nar2, mientras que en micelio se observa la acción de los complejos

Nar2 y Nar3. Sin embargo, también demostraron que Nar2 (sco0216-0219) es el complejo

que está encargado de la reducción de nitrato a nitrito en condiciones de laboratorio.
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flechas negras indican el sentido de la transcripción.



Tabla 3. Expresión de distintos genes que contienen probables sitios de unión de SCO0204. En el caso del
estudio  realizado  por  Tierrafría  y  colaboradores  se  indica  si  la  evidencia  es  transcriptómica  (T)  o
proteómica (P).

Gen Proteína

Cambios en la expresión

Tierrafría y
colaboradores

Daigle y
colaboradores

sco0162 Nitroreductasa 5.92

sco0167 Proteína hipotética 4.5 (T) 19.71

sco0168
sco0169

Proteína regulatoria
Proteína hipotética

28.7 (T)
16.2 (T)

27.13
18.07

sco0170
sco0171

Cistationina β-sintasa
Nicotinato fosforibosiltransferasa

8.40
4.93

sco0172 Proteína de estrés universal 3.47

sco0173 OsmC, regulador de la formación 
de puentes disulfuro

6.94

sco0174 Piridoxamina 5’-fosfato oxidasa 16.85

sco0177 roteína de membranaṔ 12.2 (T)

sco0179 Alcohol deshidrogenasa 9.7 (T), 4.25 (P) 4.25

sco0194
sco0195
sco0196

Factor Sigma
Lipoproteína
Proteína hipotética

-3.5 (T)
-2.3 (T)

sco0197 Piridoxamina 5’-fosfato oxidasa 7.10

sco0200
sco0199
sco0198

Proteína de estrés universal
Alcohol deshidrogenasa
Proteína de estrés universal

5.0 (T) 13.49
10.90
6.07

sco0201 Tiosulfato deshidrogenasa 5.0 (T) 10.24

sco0204
sco0203

Regulador de respuesta LuxR
Histidina cinasa

14.7 (T), 3.36 (P) 12.63
2.38

sco0208 Piruvato fosfato dicinasa 3.48

sco0209 Proteína hipotética 3.2 (T) 9.32

sco0210 
sco0211

Cistationina β-sintasa
Similar a DosT

4.00
2.93

sco0213
sco0212

Exportador de nitrito/nitrato
Proteína hipotética

5.8 (T)
19.5 (T)

15.82
21.77

sco0214 Piridoxiamina 5'-fosfato oxidasa 8.2 (T) 8.03

sco0215 Nitroreductasa 2.93

sco0216
sco0217
sco0218
sco0219

Nitrato reductasa cadena α
Nitrato reductasa cadena β
Nitrato reductasa cadena γ
Nitrato reductasa cadena δ

7.2 (T), 4.16 (P)
4.6 (T)

5.5 (T)

4.16

sco0268 Proteína hipotética 5.1 (T)

sco3146 Proteína secretada -2.2 (T)

sco4183
sco4182

Transposasa
D-tirosil-tRNA deacilasa

-2.1 (T)
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La  mutante  ∆sco2127 de  S.  coelicolor  presenta  afectaciones  en  su  diferenciación

morfológica  y  producción  de  actinorrodina.  Así  mismo,  en  esta  mutante  se  encuentra

elevada hasta 4 veces la concentración de nitrito en el medio de cultivo, con respecto a la

cepa parental M145. Este nitrito parece ser producto de la reducción del nitrato por el

complejo nitrato reductasa Nar2. Mediante un estudio bioinformático se propone que este

complejo  reductor  se  encuentra  controlado  por  la  proteína  SCO0204,  cuya  expresión

también  se  encuentra  inducida  en  la  mutante  Δsco2127.  Sin  embargo,  es  necesaria

evidencia experimental que demuestren la validez de nuestra hipótesis. 
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IV. HIPÓTESIS DE TRABAJO

La  proteína  SCO0204  funciona  como  un  activador  transcripcional  de  los  genes  que

permiten el transporte (NarK, sco0213) y la reducción (Nar2, sco0216-0219) del nitrato a

nitrito en S. coelicolor, por lo que la eliminación del gen sco0204 en el contexto genómico

de la mutante  Δsco2127 evitará la expresión de los genes NarK y Nar2, por lo que se

reducirá significativamente la concentración de nitrito en el medio de cultivo y mejorará la

diferenciación morfológica y la  producción  de actinorrodina  con respecto a la  mutante

sencilla Δsco2127. 
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del regulador de respuesta SCO0204 en la formación de nitritos en  S.

coelicolor ∆sco2127.

OBJETIVOS PARTICULARES

 Construir la mutante sencilla Δsco0204::aac(3)IV  de S. coelicolor.

 Construir la doble mutante Δsco2127 Δsco0204::aac(3)IV de S. coelicolor.

 Medir  la  concentración  de  nitritos  y  de  actinorrodina,  así  como  evaluar  la

diferenciación morfológica en las mutantes construidas y en sus cepas parentales
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS

MATERIAL

 Asas de cultivo.

 Cajas petri de plástico .

 Tubos de 600 μL y 1.5 mL (Axygen).

 Tubos de 15 y 50 mL (Corning).

 Frascos de vidrio.

 Matraces Erlenmeyer 250 mL (Pyrex).

 Matraces bafleados de 250 y 500 mL (Sigma).

 Puntas de micropipetas de 10, 200 y 1000 μL (Axygen).

 Pipetas de vidrio de 5 y 10 mL (Pyrex)

INSTRUMENTOS

 Micropipetas de 10, 200 y 1000 μL (Eppendorf).

 Espectrofotómetro Genesis 10S UV-Vis (Thermo).

 Balanza analítica (Ohaus)

 Balanza semianalítica (Ohaus)
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EQUIPOS

 Campana de flujo laminar (Veco)

 Agitadoras circulares G10 Gyrotory (New Brunswick Scientific)

 Microcentrifuga 5424 (Eppendorf)

 Macrocentrifuga Megafuge 16R (Thermo)

 Microscopio (Zeizz)

 Vortex Sybron (Thermolyne)

 Estufa Model 5851 (National Appliance Company)

 Termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems)

 Cámaras de electroforesis con fuente de poder (BioRad)

 Electroporador ECM399 (BTX)

MEDIOS DE CULTIVO

 Luria-Bertani (LB)(40).

 R5(41).

 2xYT(42).

 YENB(43).

 Agar manitol harina de soya (MS)(44).

 Agar nutritivo Difco

REACTIVOS

 Geles de agarosa 0.8%

 Buffer de corrida TAE (Tris 48.4 g/L, ácido acético 11.42 mL/L, Na2EDTA.2H2O 7.44 

g/L)

 Bromuro de etidio
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 Solución I para miniprep (Sacarosa 103 g/L, Na2EDTA.2H2O 10 mM, Tris 50 mM)(45).

 Solución II para miniprep (NaOH 0.2N, SDS 2%)(45).

 Solución III para miniprep (Acetato de sodio 3M, pH 4.5)(45).

 Isopropanol

 Etanol 70%

 Solución de corrida SDS-PAGE (Tris 3 g/L, glicina 14.4 g/L, SDS 1 g/L)

 Solución de transferencia (glicina 28.8 g/L, Tris 6.04 g/L, metanol 100 mL/L)

 Solución TBS pH 7.5 (NaCl 43.8 g/L, Tris 30.25 g/L, Tween 20 1 g/L)

 RNAasa 20 mg/mL

 Fenol : cloroformo 1:1

DNA POLIMERASAS

 Phire Hot Start II Polymerase (Thermo)

 Taq DNA Polymerase (Thermo)

 Expand High Fidelity PCR System (Roche)

 Pfu DNA Polymerase (Thermo)

OTRAS ENZIMAS

 Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP) (Invitrogen)

 T4 DNA Ligase (Promega)

 Enzima de restricción SacI (Thermo)

CEPAS

 S. coelicolor M145(9).

 S. coelicolor Δsco2127(31).

 Escherichia coli ET12567/pUZ8002(42).
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 E. coli DH5α(45).

 E. coli BW25113/pIJ790(46).

TÉCNICAS

Eliminación del gen sco0204 en la mutante Δsco2127 de S. coelicolor

Para  la  interrupción  de  genes  en  S.  coelicolor  se  utiliza  una  adaptación  del  método

descrito  por Datsenko y Wanner en el  año 2000(46).  En este método,  se aprovecha la

capacidad del sistema de recombinasas del fago λ, compuesto por las recombinasas Gam,

Bet y Exo (γ, β  y exo), que permiten la integración de secuencias lineares de ADN con

sitios de homología cortos. Este proceso se lleva a cabo en cósmidos, en donde se hace

el reemplazo del gen deseado por un cassette, que contiene un gen de resistencia a un

antibiótico  y  un  origen  de  transferencia  (oriT),  que  permite  la  transformación  en  S.

coelicolor por medio de su conjugación con E. coli(42).

1. Diseño de oligómeros

La metodología inicia con el diseño de un par de oligomeros cuyo extremo 3’ permite la

amplificación de un cassette de resistencia, con el cual se reemplazará la región deseada.

Por otra parte, el extremo 5’ de los oligómeros posee una secuencia de 39 nucleótidos que

permite la recombinación homologa en el sistema de recombinasas λ-RED(46).

En el presente estudio se diseñaron los oligomeros d0204F y d0204R (Apéndice 1), los

cuales permiten la amplificación del cassette de resistencia de apramicina del plásmido

pIJ773, a la par que permite el reemplazo de 616 nucleótidos de los 702 nucleótidos que

conforman al gen sco0204, lo que representa la eliminación del 87% del gen, respetando

la  posible  secuencia  promotora,  así  como  la  secuencia  de  inicio  y  de  final  de  la

transcripción. 

Tras la verificación de la secuencia amplificada se purificó el  producto de PCR con el

sistema  Wizard  SV  Gel  and  PCR  Clean-Up  System (Promega)  y  se  verificó  su

concentración.
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2. Introducción  del  cósmido  que  contiene  al  gen  sco0204  en  la  cepa  E.  coli

BW25113/pIJ790

Para llevar a cabo la recombinación homologa, se utiliza el sistema de recombinación λ-

RED, contenido en el  plásmido pIJ790. Este plásmido tiene un promotor inducible con

arabinosa, un carbohidrato que no puede metabolizar la cepa BW25113. Para lograr la

correcta expresión del sistema, la inducción debe de realizarse antes de la transformación

del ADN que se desea recombinar, por lo que usualmente se añade la arabinosa en el

cultivo utilizado para obtener las células electrocompetentes. 

Un  cósmido  es  un  fragmento  del  genoma  de  S.  coelicolor de  alto  peso  molecular

(aproximadamente 40 kb), circularizado por medio de un vector de 6,852 nucleótidos. Este

conector permite la selección del cósmido nativo ya que contiene dos genes de resistencia

que no se encuentran en el genoma de S. coelicolor: el gen de resistencia a kanamicina

(neo) y el gen de resistencia a ampicilina (bla). El cósmido que contiene al gen soc0204 es

el cósmido StJ12 y contiene la región genómica comprendida entre los genes  sco0184

hasta sco0221.

Se  transformaron  100  ng  del  cósmido  StJ12, en  una  alícuota  de  células

electrocompetentes  de  E.  coli BW25113/pIJ790.  Se  colocaron  en  una  celda  para

electroporación y se aplicó un voltaje de 1230 V durante cinco milisegundos. Las células

se resuspendieron en un mililitro de medio LB frío y se incubaron a 30 °C por una hora.

Las células  se seleccionaron en agar  LB con ampicilina  (100 μg/mL),  kanamicina  (50

μg/mL)  y  cloranfenicol  (25  μg/mL).  Las  colonias  resistentes,  se  inocularon  en  cinco

mililitros  de  medio  YENB  con  ampicilina  (100µg/mL),  kanamicina  (50  µg/mL)  y

cloranfenicol (25 µg/mL) y se incubaron 16 horas a 30° con agitación constante. A partir de

este preinóculo, se inoculó un cultivo de 50 mL de medio YENB adicionado con arabinosa

10 mM y con los antibióticos correspondientes, para realizar células electrocompetentes

de acuerdo con protocolos conocidos(45).

3. Recombinación homóloga

Se transformaron  100  ng  del  producto  de PCR purificado  en  una alícuota  de  células

electrocompetentes de E. coli BW25113/pIJ790/StJ12. Se les aplicó un voltaje de 1230 V

durante 5 milisegundos. Se añadió un mililitro de medio LB frío y se incubaron a 37°C
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durante una hora. Las candidatas recombinantes se seleccionaron en placas de agar LB

con apramicina (50 μg/mL), kanamicina (50 µg/mL) y ampicilina (100 µg/mL). Las placas

se incubaron a 37°C durante 16 horas. Una colonia resistente se inoculó en cinco mililitros

de medio LB con apramicina (50 µg/mL) y kanamicina (50 µg/mL), los cuales se incubaron

durante 16 horas a 37°C con agitación constante. De este cultivo se extrajo el cósmido

mutado usando el sistema QIAprep Spin Miniprep Kit. 

4. Verificación del cósmido mutado

El genotipo del cósmido mutado se confirmo por patrón de restricción enzimática con la

enzima  SacI y  se  comparó  con el  patrón  de restricción  del  cósmido  nativo  StJ12.  El

cósmido mutado fue nombrado StJ12 Δsco0204::aac(3)IV.

5. Transformación del cósmido mutado en S. coelicolor

S. coelicolor posee un potente sistema de restricción por mutilación, por lo que el cósmido

a conjugar debe ser desmetilado antes de transformarse en S. coelicolor. Para ello se usa

la cepa no metilante E. coli ET12567 , la cual contiene además el plásmido pUZ8002, el

cual codifica un pili sexual que permite llevar a cabo el intercambio del material genético

entre E. coli y S. coelicolor mediante la conjugación. Una vez transferido el ADN entre E.

coli y S. coelicolor, se lleva a cabo una recombinación homologa entre el cósmido StJ12

interrumpido y el genoma de S. coelicolor. Esta recombinación homologa se ve favorecida

por la presencia de MgCl2 10 mM, debido a que la excesiva presencia de este ión favorece

la promiscuidad de la ADN polimerasa. 

Se  transformaron  900  ng  del  cósmido  mutado  con  una  alícuota  de  células

electrocompetentes de  E. coli  ET12567/pUZ8002 y se les aplicó un voltaje de 1230 V

durante cinco milisegundos. Se recuperaron en un mililitro de medio LB y se incubaron a

37 °C durante  una hora.  Se seleccionaron en placas de agar  LB suplementadas con

cloranfenicol (25 µg/mL), kanamicina (50 µg/mL) y apramicina (µg/mL) y se incubaron a 37

°C durante 16 horas. A partir de colonias aisladas, se inocularon 5 mL de medio LB con

cloranfenicol (25 µg/mL), kanamicina (50 µg/mL) y apramicina (µg/mL). Con uno de estos

preinoculos se inoculó un cultivo de 50 mL de LB con cloranfenicol (25 µg/mL), kanamicina

(50 µg/mL) y apramicina (50 µg/mL).  Se incubó a 37 °C hasta alcanzar una densidad

óptica a 600 nm (OD600) de 0.4. El cultivo se cosechó, se lavó y finalmente se resuspendió

en un mililitro de medio LB.
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Por otro lado, se suspendieron 200 x 106 esporas de  S. coelicolor  en 500 μL de medio

2xYT y fueron sometidas a un shock térmico a 50°C durante 10 minutos, tras lo cual se

enfriaron  y  se  mezclaron  con  500  μL  de  las  células  obtenidas  previamente  E.  coli

ET12567/pUZ8002/StJ12  Δsco0204::aac(3)IV.  La  mezcla  de  células  se  centrifugó

brevemente a 6,800 x g y se desechó el sobrenadante, las células se suspendieron en un

mililitro de agua y se hicieron diluciones desde 10-1 hasta 10-4 en un mililitro de agua. Cada

una de las diluciones se colocó en una placa de MS con MgCl2 10 mM y se incubaron 16

horas a 29°C. A las 16 horas de incubación, cada placa se inundó con un mililitro de agua

con apramicina (50 µg/mL) y ácido nalidixico (20 μg/mL) y se prosiguió la incubación a 29

°C hasta observarse colonias en las placas.

6. Selección de exconjugantes

Tras  la  conjugación,  se  seleccionaron  las  candidatas  con  un  fenotipo  resistente  a

apramicina (ApraR) y sensible a kanamicina (KanS), en donde se buscó la integración del

cassette  de  resistencia  a  apramicina  y  la  eliminación  del  adaptador  de  E.  coli  con la

resistencia a kanamicina. Se verificó su resistencia estriándolas en placas de agar DNA

con apramicina (50 µg/mL) y en placas de agar  DNA con kanamicina (50 µg/mL).  Se

seleccionaron candidatas ApraR y KanS y se estriaron en medio MS con apramicina y ácido

nalidixico. Una colonia sencilla se propagó en placas de MS con apramicina, para formar

un cultivo coalescente y a partir de un fragmento de este cultivo se realizó PCR de colonia.

Tras  verificarse  el  genotipo  de  la  cepa  deseada,  se  cosecharon  las  esporas  para  la

evaluación posterior de la cepa. 

Evaluación de las cepas mutantes en medio de cultivo sólido

Para el análisis de la diferenciación morfológica de las diferentes cepas, se uso el medio

R5  adicionado con arabinosa. Se colocaron 50 x 106 esporas en la placa y se esparcieron

con un cotonete estéril. Se tomaron fotografías cada 24 horas hasta las 120 horas.

Cinéticas de crecimiento

Para el análisis del crecimiento de cada cepa también se usó el medio R5 suplementado

con arabinosa(41). Se colocaron 50 mL del medio en un matraz de bafle chico de 250 mL y
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se inoculó  cada matraz  con 200 x  106  esporas.  Se incubaron a  29 °C,  con agitación

constante a 200 rpm. 

1. Cuantificación de biomasa

La biomasa se cuantificó por el método de peso seco. Se secaron círculos de papel filtro

de cinco centímetros de diámetro a 80 °C, los cuales se pesaron cada 24 horas hasta

observar una variación menor a 0.5 mg. Se filtraron dos mililitros de cultivo y la biomasa

retenida se enjuagó con 5 mL de agua destilada. El papel se secó nuevamente a 80 °C y

se peso cada 24 horas durante tres días hasta llevarse a peso seco. 

2. Cuantificación de actinorrodina

Un mililitro de muestra se colocó en un tubo de 15 mililitros. Se añadieron 500 μL de KOH

3N, se agitó en vortex y se dejó en agitación constante durante 16 horas a 4 °C. Las

muestras se centrifugaron a 16,000 x g durante 5 minutos y se recuperó el sobrenadante.

La absorbancia del sobrenadante se midió en un espectrofotómetro de luz visible a 640

nm, usando KOH 1N como blanco.

3. Cuantificación de nitritos

Para la cuantificación de nitritos se usó una adaptación de la técnica de Griess-Ilosvay (47).

Se tomaron 658 μL de muestra y se añadieron 282 μL de nitrito de sodio 100 μM para

obtener una concentración conocida de nitrito de sodio de 30 μM. Se añadieron 30 μL del

reactivo 1 (ácido sulfanílico 10% en ácido acético 5 N) y la reacción se incubó durante 5

minutos a 45 °C. Después se añadieron 30 μL del reactivo 2 (N,N-1-dimetil  naftilamina

10%, en ácido acético 5 N) y la mezcla se incubó 10 minutos a 43 °C. La absorbancia de

la muestra se cuantificó a 530 nm en un espectrofotómetro de luz visible, usando como

blanco 940 μL de medio R5 suplementado con arabinosa.
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VII. RESULTADOS

ELIMINACIÓN DEL GEN sco0204 de S. coelicolor

Se amplificó el cassette de resistencia a apramicina con los oligomeros d0204F y d0204R

(Apéndice 1), usando como templado al plásmido pIJ773(42). Se utilizaron las condiciones

descritas en la Tabla A2.1 (Apéndice 2),  usando el sistema  Expand High Fidelity PCR

System  de  Roche.  El  producto  de  PCR  resultante  fue  de  aproximadamente  1447

nucleótidos (Figura 7).

El cósmido StJ12 se transformó en la cepa BW25113/pIJ790, de acuerdo a lo descrito

anteriormente.  Así  mismo,  el  producto  de  PCR  purificado  se  transformó  en  la  cepa
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Figura 7.  PCR de amplificación del  cassette  de resistencia  a  apramicina con los oligomeros d0204F y
d0204R. Se observan el marcador de peso molecular (izquierda) y el cassette de resistencia amplificado
(derecha).



BW25113/pIJ790/StJ12 y se seleccionaron las candidatas resistentes a apramicina. Se

extrajo el cósmido y este se digirió con la enzima de restricción  SacI.  Al compararse el

cósmido mutado (StJ12 Δsco0204::aac(3)IV) con el cósmido nativo (StJ12) se observó un

patrón de digestión que muestra diferentes bandas, destacando las bandas con pesos

moleculares de 9,836 y 6,158 en el cósmido mutado, las cuales indican el reemplazo del

gen sco0204 con el cassette de resistencia a apramicina (Figura 8).

El  cósmido  mutado  se  transformó  en  la  cepa  ET12567/pUZ8002  para  su  posterior

conjugación con las cepas Δsco2127  y M145. Se seleccionaron dos candidatas con el

fenotipo ApraR KanaS   y se analizaron por PCR con los oligomeros cp0204F y cp0204R

(Apéndice 1), de acuerdo a las condiciones de la Tabla A2.2 (Apéndice 2).

Esta  PCR  amplificó  un  producto  de  1221  nucleótidos  en  el  caso  de  las  cepas  que

conservaron el  gen  sco0204,  mientras que las candidatas con el  reemplazo adecuado

mostraron un producto de 1921 nucleótidos (Figura 9). Las cuatro candidatas probadas

tuvieron el reemplazo del gen sco0204 por el gen de resistencia a apramicina.
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Figura 8. Digestión con SacI del cósmido nativo (1) y del cósmido con el reemplazo del cassette de resistencia
a apramicina (2).



Se seleccionó a una de las candidatas con el fenotipo y el genotipo deseado, para verificar

la ausencia del gen sco0204. Esta verificación se realizó con el objetivo de descartar una

recombinación sencilla, en la que se observaría la presencia del cassette de resistencia y

del gen  sco0204. Para ello se seleccionaron los oligomeros cp0204F e in0204R, alinea

dentro del gen sco0204 (Apéndice 1).  Esta reacción se llevó a cabo de acuerdo con las

condiciones descritas en la Tabla A2.3 (Apéndice 2). En ausencia del gen  sco0204  del

genoma, se esperaría la ausencia de cualquier producto de amplificación, mientras que en

presencia del gen sco0204 se espera un producto de 818 nucleótidos. En el caso de las

dos  candidatas  seleccionadas  previamente  se  observó  la  ausencia  del  gen  sco0204

(Figura 10), por lo que, en conjunto con la evidencia de la PCR que verificó la integración

del cassette de resistencia, se pudo aseverar el correcto reemplazo del gen sco0204 por el

cassette de resistencia a apramicina.
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Figura  9.  Comprobación  por  PCR de las  candidatas  con  el  reemplazo  del  gen  sco0204 en  la  mutante
Δsco2127 (Carriles 1 y 2) y en la cepa silvestre M145 (Carriles 3 y 4).  Como control positivo se usó el
cósmido mutado StJ12 Δsco0204::aac(3)IV y como control negativo se uso ADN cromosómico de M145.



La mutante del gen sco0204 en la cepa mutante Δsco0204 se denominó a partir de este

punto como Δsco2127 Δsco0204,  mientras que la cepa con la eliminación en M145 se

denominó  como Δsco0204.  Después  se  cosecharon  esporas  de  estas  cepas  para  su

evaluación en medio sólido y líquido.
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Figura 10. Comprobación de la eliminación del gen sco0204 en la mutante Δsco2127 (Carril 1) y en la cepa
parental M145 (Carril 2). Como control negativo se uso ADN cromosómico de M145.



EVALUACIÓN  DE  LA  DIFERENCIACIÓN  MORFOLÓGICA  EN

MEDIO SÓLIDO

La mutante Δsco2127 Δsco0204 y la mutante sencilla  Δsco0204 se evaluaron en medio

sólido, para apreciar los cambios en la diferenciación morfológica, con respecto a sus

cepas parentales Δsco2127 y M145, respectivamente (Figura 11).

Esta evaluación se realizó por triplicado y en todos los casos se observó una evidente

mejora  en la  diferenciación  morfológica  en la  doble mutante  Δsco2127 Δsco0204 con

respecto a su cepa parental. En esta doble mutante se observa la presencia de micelio

aéreo,  el  cual  se  observa  como  una  superficie  blanquecina,  a  diferencia  del  micelio

vegetativo, de color rojo oscuro, observado en la vasta mayoría de la superficie de la

mutante Δsco2127. Además, se evidencia la presencia de actinorrodina en la forma de un
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Figura  11.  Evaluación  de  la  diferenciación  morfológica  de  las  cepas  mutantes  Δsco2127  Δsco0204  y
Δsco0204, con sus cepas parentales Δsco2127 y M145, respectivamente.



halo de color azul alrededor de la estría de la doble mutante, sin embargo, no es un halo

significativamente más grande que el observado para la mutante Δsco2127. Por otra parte,

en la mutante Δsco0204 no se observaron diferencias en la formación de micelio aéreo ni

en la formación de actinorrodina con respecto a la cepa parental M145.

EVALUACIÓN EN MEDIO LÍQUIDO

Se evaluó el crecimiento de las diferentes cepas en medio líquido R5 suplementado con

arabinosa, estos cultivos se realizaron por triplicado y se presenta su promedio con su

desviación estándar (Figura 12).

Con base en los promedios y desviaciones estándar obtenidos se calculó la velocidad de

crecimiento  en  la  fase  exponencial,  la  duración  de  la  misma  y  la  máxima  biomasa

alcanzada para cada cepa (Tabla 4).
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Figura  12.  Cinéticas  de  crecimiento  de  las  cepas  mutantes  Δsco2127  Δsco0204  y  Δsco0204,  en
comparación con sus cepas parentales Δsco2127 y M145.



La curva de crecimiento de la mutante Δsco2127 presentó una disminución en la tasa de

crecimiento, con respecto a la cepa silvestre, de hasta el 58% (p < 0.05, Prueba de Tukey

para  múltiples  variables).  Sin  embargo,  la  biomasa  máxima  alcanzada  no  presentó

afectaciones.

Al eliminarse el gen sco0204 de la mutante Δsco02127 no se observaron cambios en la

tasa de crecimiento con respecto a su cepa parental, pero si se observó una disminución

en la duración de la fase exponencial, de al menos 8 horas. Cabe señalar que la biomasa

máxima  alcanzada  en  la  doble  mutante  tampoco  se  vio  aumentada  con  respecto  a

Δsco2127.

Por otra parte, la mutante sencilla Δsco0204 no mostró cambios en la tasa de crecimiento

ni en la cantidad de biomasa alcanzada en su punto máximo, con respecto a su cepa

parental M145.

Tabla 4. Características cinéticas del crecimiento de las mutantes analizadas en este estudio en medio
líquido R5 modificado con arabinosa. 

Cepa Velocidad de crecimiento (h-1)
Duración de fase exponencial

(horas)
Biomasa máxima

(mg/mL)

M145 0.1028 ± 0.0063 16 3.2167 ± 0.2363

Δsco2127 0.0437 ± 0.0056 a 24 2.65 ± 0.3905

Δsco2127 
Δsco0204

0.0595 ± 0.0185 a 16 2.4 ± 0.0707 a

Δsco0204 0.0824 ± 0.0133 b 16 3.7 ± 0.3279 b c

a Significativo con respecto a M145 (Prueba de Tukey para múltiples variables, p < 0.01)
b Significativo con respecto a Δsco2127 (Prueba de Tukey para múltiples variables, p < 0.01)U+0020
c Significativo con respecto a Δsco2127 Δsco0204 (Prueba de Tukey para múltiples variables, p < 0.01) 

Además del crecimiento, se evaluó la producción del antibiótico colorido actinorrodina en

el punto álgido de la producción de actinorrodina, a las 96 horas de crecimiento (Figura

13).  Tomando como producción basal  la observada en la cepa M145, se observó una

disminución de hasta el 89% en la cepa Δsco2127. Al eliminar el gen sco0204 de la cepa

mutante Δsco2127 no se observó un cambio en la producción de actinorrodina. Por otra

parte, al eliminarse el gen sco0204 de la cepa silvestre M145 se observó una disminución

en la producción de actinorrodina del  54% (p < 0.05, Prueba de Tukey para múltiples

variables).
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Como parte central de este estudio se evaluó la presencia de nitritos en el medio de cultivo

a  las  40  horas  de  cultivo.  La  medición  se  realizó  en  este  tiempo  para  permitir  la

comparación con el estudio previo, realizado por Tierrafría y colaboradores (Figura 14).
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Figura  13.  Producción  específica  de  actinorrodina  a  las  96  horas  de  crecimiento.  La  actinorrodina  se
determinó por espectrofotometría de luz visible en medio alcalino. 

Figura 14. Producción específica de nitrito a las 40 horas de crecimiento. El nitrito se determinó por una
adaptación del método de Griess-Ilosvay



Se observó un incremento en la producción de nitrito en la mutante Δsco2127 de hasta el

64% (p < 0.05, Prueba de Tukey para múltiples variables), con respecto a la cepa silvestre

M145. Al eliminar el  gen  sco0204  de la mutante Δsco2127 se abatió la producción de

nitrito hasta los niveles basales, comparables con los de la cepa silvestre M145 (p < 0.05,

Prueba de Tukey para múltiples variables). Por otra parte, la mutante sencilla Δsco0204 no

mostró diferencia con respecto a la cepa silvestre M145. 
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VIII. DISCUSIÓN DE RESULTADOS

Los  resultados  descritos  en  este  estudio  dan  pie  a  un  estudio  más  profundo  de  la

producción y los efectos del nitrito en este organismo unicelular. 

Por una parte, se observa que la mutante Δsco0204 presenta una concentración basal de

nitrito, equiparable a la concentración observada en M145. Si bien, es conocido que sólo

se logra un abatimiento total de la reducción de nitrato al eliminarse los tres complejos de

nitrato reductasa presentes en S. coelicolor(39), al no encontrarse cambios en la expresión

en los complejos Nar1 (sco6532-35) y Nar3 (sco4947-50)  en la mutante Δsco2127,  se

asumió la ausencia de actividad por parte de estos complejos al inicio del estudio. Con la

observación  realizada  en  el  presente  estudio  se  puede  concluir  que  aún  existe  una

actividad nitrato reductasa presente en la célula. Esta actividad podría ser causada por el

complejo Nar2, indicando que el control de este complejo no depende completamente de

SCO0204. Sin embargo, este nitrito también podría ser resultado de la actividad de los

complejos Nar1 y Nar3, cuya actividad podría dar lugar a una formación mínima del ión

nitrito. 

También,  se observó una disminución en la  producción de nitrito  en la  doble mutante

Δsco2127 Δsco0204, con respecto a su parental Δsco2127, por lo que se puede concluir

que SCO0204 regula la producción de nitrito a través de su reducción y de su exportación

en la mutante Δsco2127. Para obtener una cuantificación más sensible y poder estudiar a

mayor detalle los efectos de la eliminación del  gen  sco0204 sobre el  crecimiento y la

producción de actinorrodina de la mutante Δsco2127, se sugiere la realización de cinéticas

en un medio de cultivo líquido, adicionado con nitrato de sodio como fuente de nitrógeno.

Estos  experimentos  permitirán  la  apreciación  de  las  capacidades  reductoras  de  S.

coelicolor en  presencia  de  nitrato  de  sodio,  un  componente  común de los  medios  de
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cultivo(44),  así  como si  un  aumento  en  la  concentración  de nitrito  de  sodio  implica  un

deterioro en el crecimiento en las distintas cepas obtenidas en el presente estudio. 

El  nitrito  es  un  ión  inorgánico  que  resulta  tóxico  para  las  células(48) y  en  la  mutante

Δsco2127 podría ser un indicador de estrés oxidativo en la célula. Este estrés oxidativo

podría  tener  como  consecuencia  afectaciones  en  la  diferenciación  morfológica,  el

crecimiento  y  la  producción  de  metabolitos  secundarios(39),  efectos  observados  en  la

mutante Δsco2127. En estudios previos, se observó que al añadir nitrito de sodio al medio

de  cultivo  se  afectó  la  diferenciación  morfológica  (formación  de  micelio  aéreo  y

esporulación), así como la producción de actinorrodina en medio sólido(49).

Al eliminar el gen  sco0204 de la mutante Δsco2127 se esperaba una desregulación del

complejo  nitrato  reductasa,  una  disminución  de  la  concentración  de  nitrito  y  un

mejoramiento en la diferenciación morfológica y la producción de actinorrodina. Acorde

con esta hipótesis, la diferenciación morfológica se ve ligeramente mejorada en la doble

mutante Δsco2127 Δsco0204, con respecto a la mutante Δsco2127. Sin embargo, a simple

vista no se observan diferencias en la producción de actinorrodina, evidenciada como un

halo de color azul alrededor de la estría. Por otra parte, al quitar el gen sco0204 de la cepa

silvestre  M145  no  se  observan  cambios  en  la  esporulación  ni  en  la  producción  de

actinorrodina. Considerando que no hay cambios significativos en la producción de nitrito

ni  en  la  diferenciación  morfológica  de  la  mutante  Δsco0204 con  respecto  a  la cepa

silvestre, puede pensarse que SCO0204 actúa sólo como un regulador del estrés oxidativo

de la célula y no desempeña un papel importante en la regulación de la esporulación ni de

la producción de actinorrodina. De esta manera, se puede concluir que el efecto positivo

observado en la doble mutante Δsco2127 Δsco0204 se debe a la disminución del nitrito en

el medio de cultivo y que este efecto no esta relacionado con la regulación de algún gen

involucrado directamente con la diferenciación morfológica. 

Al evaluar el crecimiento en medio líquido, no se observaron cambios en la velocidad de

crecimiento ni en la cantidad de biomasa máxima alcanzada, al compararse las mutantes

M145  contra  Δsco0204 y  la  mutante  Δsco2127 contra  Δsco2127  Δsco0204.  En

consonancia con las observaciones en medio sólido, la falta de cambios en las tasas de

crecimiento y en  el  rendimiento  de biomasa observado,  indica  que SCO0204 no esta

implicado en procesos celulares que afecten directamente el  desarrollo.  Así mismo, la

disminución en el nitrito extracelular, no parece afectar el crecimiento. En estudios previos,
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se ha observado que concentraciones de nitrito superiores a 25 mM de nitrito de sodio

afectan el crecimiento de S. coelicolor(39). Sin embargo, las concentraciones encontradas

en nuestro medio de cultivo se encuentran en el  orden de nmol/mL, por lo que no se

observó el efecto deletéreo del nitrito sobre el crecimiento en medio líquido.

Al analizarse la producción de actinorrodina, no se observaron cambios significativos en la

doble mutante Δsco2127 Δsco0204 con respecto a la mutante Δsco2127. En contraste, la

producción de actinorrodina en la mutante Δsco0204 se observa disminuida en un 50%,

con respecto a la cepa M145. Este resultado contrasta con los resultados encontrados por

otros investigadores, quienes eliminaron los genes  sco0203/sco0204  y observaron una

acumulación  de  actinorrodina  en  comparación  con  la  cepa  silvestre  M145(32).  Esta

diferencia en la producción de actinorrodina con respecto a nuestros resultados puede

deberse al papel regulatorio que la histidina cinasa SCO0203 ejerce sobre SCO0204 y

sobre  otros  reguladores  transcripcionales  que  no  se  encuentran  cerca  de  su  entorno

genómico, como SCO3818(32). 

El  sistema  de  dos  componentes  SCO0204/SCO0203  es  análogo  al  sistema  de  dos

componentes DosR/DosS en M. tuberculosis. Este sistema ha sido ampliamente estudiado

en  M. tuberculosis, en donde,  ante la hipoxia generada por  el  sistema inmune de los

organismos  hospederos  de  esta  bacteria,  el  sistema  DosR/DosS  desencadena  la

expresión de diversos genes encargados de contrarrestar el efecto de la hipoxia y de los

radicales libres de oxígeno(50). De manera similar, se ha teorizado que el sistema de dos

componentes  SCO0204/SCO0203  de  S.  coelicolor  se  activaría  como  respuesta  a

condiciones de hipoxia, consecuencia de las condiciones encontradas en un medio hostil

como el suelo, donde habitan regularmente(51). La regulación ejercida por SCO0204, y de

su ortólogo DosR en  M. tuberculosis, permitiría a estos actinomicetos aerobios estrictos

sobrevivir a las condiciones de hipoxia que habitualmente se encuentran en sus nichos

ecológicos respectivos .
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IX. CONCLUSIONES

● A través de los resultados obtenidos en la determinación de nitrito en las distintas

cepas, se confirmó nuestra hipótesis, en la cual se teorizaba acerca del papel del

regulador SCO0204 como activador en la reducción del nitrato a nitrito llevada a

cabo por el complejo de la nitrato reductasa Nar2 (NarG2H2I2J2)(49). Sin embargo,

las  razones  por  las  que  este  regulador  se  encuentra  inducido  en  la  mutante

Δsco2127 aún son desconocidas. 

● Así mismo, se ha obtenido evidencia experimental,  que confirma que el sitio de

unión predicho  in silico es válido para los genes NarG2H2I2. Sin embargo, hace

falta evidencia experimental de la regulación de SCO0204 sobre los otros posibles

genes blanco, como NarK, SCO0177 y SCO0179, por lo que se sugiere el uso de

qRT-PCR  para  evaluar  la  expresión  de  estos  y  otros  genes,  validando  los

resultados obtenidos en el presente estudio. Además, se sugiere la realización de

un EMSA (Electrophoretic mobility shift assay, ensayo de cambio de la movilidad

electroforética), en donde se confirmaría la unión precisa de SCO0204 a los sitios

de unión predichos mediante el análisis bioinformático. 

● Respecto a las afectaciones en el crecimiento celular por nitrito, se concluye que las

concentraciones observadas en el presente estudio no bastan para desencadenar

un  efecto  deletereo  en  el  crecimiento  y  en  la  formación  de  actinorrodina.  Sin

embargo, en medio sólido si se observan cambios en la diferenciación morfológica,

por lo  que se concluye que SCO0204 afecta a la diferenciación morfológica en

condiciones de estrés  oxidativo,  ya sea directa o  indirectamente a través de la

producción de nitrito.  
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X. PERSPECTIVAS

 Determinar  la  actividad o expresión  de los  complejos  Nar1,  Nar2  y  Nar3  en la

mutante sencilla Δsco0204 con respecto a su cepa parental M145

 Realizar cinéticas en medio mínimo con nitrato de sodio como fuente de nitrógeno,

para evaluar la capacidad reductora de las cepas carentes de sco0204, así como

de la cepa mutante Δsco2127.

 Evaluar  la  expresión  de  los  genes  blanco,  como  NarK,  SCO177  y  SCO179,

mediante qRT-PCR para confirmar los hallazgos descritos en el presente trabajo.

 Evaluar los sitios de unión de los genes blanco, como NarK, SCO177 y SCO179

mediante ensayos tipo EMSA. 
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XI. APÉNDICE

APÉNDICE 1. OLIGÓMEROS USADOS

Oligómeros Secuencia* Observaciones

d0204F
ttccgacacgggccgagacatcgcgaggagcatccgatgA
TTCCGGGGATCCGTCGACC

Amplificación del cassette
de  resistencia  a
apramicina,  a  partir  del
plásmido pIJ773

d0204R
ccggaatcgtcagttctggccttcggtgcgcatccggtcTGT
AGGCTGGAGCTGCTTC

Amplificación del cassette
de  resistencia  a
apramicina,  a  partir  del
plásmido pIJ773

cp0204F
ACGTCAGCTGGCTGCTGGATGTCAAGTCC
T

Amplificación  del  gen
sco0204. Hibrida desde la
región intergénica.

cp0204R
ACGTCAGCTGGAGACGATGAGAGATCGGC
G

Amplificación  del  gen
sco0204. Hibrida desde la
región intergénica.

in0204R CCTGGATCTGCTTCAGGACG
Amplificación  del  gen
sco0204.  Hibrida  dentro
del gen sco0204

*En mayúsculas se encuentra la secuencia idéntica al respectivo templado, mientras que 

en minúsculas se encuentra una secuencia diferente al templado. 
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APÉNDICE 2. CONDICIONES DE PCR UTILIZADAS

Tabla A2.1. Condiciones de reacción para la amplificación del cassette de resistencia a apramicina con los oligomeros

d0204F y d0204R

Mezcla de reacción Ciclos de amplificación

Reactivo
Concentración

final
Volumen Temperatura Tiempo Ciclos

Agua 35 μL Desnaturalización inicial 94 °C 2 min 1 x

Buffer sin MgCl2 1x 5 μL Desnaturalización 94 °C 30 seg

30 xdNTP's (10 mM) 0.1 mM 0.5 μL Alineamiento 65 °C 30 seg

MgCl2 (25 mM) 1.5 mM 3 μL Elongación 72° 2 min

d0204F (10 μM) 0.2 μM 1 μL Desnaturalización 94 °C 15 seg

15xd0204R (10 μM) 0.2 μM 1 μL Alineamiento 68 °C 30 seg

DMSO (100%)  5% 2.5 μL Elongación 72°C 2 min

Templado 100 ng/reacción 2 μL Elongación final 72 °C 7 min x1

High Expand (5 U/μL) 0.5 μL Enfriamiento 4°C

Tabla A2.2. Condiciones de reacción para la verificación del reemplazo del gen sco0204 por el cassette de resistencia

en el cromosoma de S. coelicolor, usando los oligomeros cp0204F y cp0204R.

Mezcla de reacción Ciclos de amplificación

Reactivo Concentración Volumen Temperatura Tiempo Ciclos

Agua 6.2 μL Desnaturalización inicial 98 °C 5 min 1 x

Buffer Phire 2x 1x 10 μL Desnaturalización 98 °C 1 seg
40 x

cp0204F (10 mM) 0.5 μM 1 μL Alineamiento 72 °C 41 seg

cp0204R (10 mM) 0.5 μM Elongación final 72 °C 1 min x1

DMSO (100%)  5% 1 μL Enfriamiento 4°C

Dilution Protocol 0.5 μL

Phire Plant 0.3 μL

Tabla A2.3. Condiciones de reacción para la verificación de la ausencia de sco0204 en el cromosoma de S. coelicolor,

usando los oligomeros cp0204F e in0204R

Reactivo Concentración Volumen Temperatura Tiempo Ciclos

Agua 6.2 μL Desnaturalización inicial 98 °C 5 min 1 x

Buffer Phire Plant 2x 1x 10 µL Desnaturalización 98 °C 1 seg

40 xcp0204F (10 mM) 0.5 μM 1 μL Alineamiento 69 °C 5 seg

in0204R (10 mM) 0.5 μM Elongación 72 °C 20 seg

DMSO (100%)  5% 1 μL Elongación final 72 °C 1 min x1

Dilution Protocol 0.5 μL Enfriamiento 4°C

Phire Plant 0.3 μL
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