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SCO: Streptomyces coelicolor.

SCP1 y SCP2: plasmidos de Streptomyces

coelicolor.



3. RESUMEN

El producto de expresion del gen sco2582 de Streptomyces coelicolor fue identificado
como una proteina que interacciona con la proteina SC02127, la cual se encuentra
involucrada en la sensibilidad a glucosa en el proceso de produccion de antibiéticos. Al
analizar la secuencia de aminoacidos de SC0O2582 se encontr6 el motivo de unién a
zinc HEXXH, caracteristico de las metalopeptidasas dependientes de zinc.

La proteina modelo de la superfamilia de peptidasas M48 es la metaloproteasa
Ste24 de Saccharomyces cerevisiae. Se sabe que esta proteasa digiere al precursor
del factor a, que es una feromona peptidica de la levadura, en dos sitios distintos, uno
ubicado en el extremo N-terminal, y el otro en el C-terminal. De manera interesante,
una secuencia idéntica a la del sitio de corte del extremo N-terminal de Ste24 se
encontré en la proteina SC0O5913, anotada como una serin proteasa involucrada en la
inactivacion del inhibidor de proteasas STI, codificado por el gen sco0762 y, por tanto,

en la progresion normal del micelio aéreo y la diferenciacion de S. coelicolor.

Dado que muchas serin proteasas de bacterias Gram positivas presentan
secuencias sefal y pro-secuencias en el extremo N-terminal, en el presente estudio se
propone que la proteina SCO2582 reconoce el sitio de corte de la pro-secuencia en
SCO05913, participando en el procesamiento de la proteina y llevandola a una forma

funcional.

Con el fin de probar esta hipotesis, se reemplazé el gen sco2582 por un casete de
resistencia a apramicina, y tanto la mutante resultante, Asco2582::aac(3)IV, como la
cepa silvestre (M145) de S. coelicolor fueron caracterizadas. La inactivacion del gen
sc02582 afect6 el crecimiento y la produccion de antibiéticos de S. coelicolor en medio
NMMP. La biomasa alcanzé unicamente 50%, y los antibioticos, actinorrodina y
undecilprodigiosina, tan solo 0.1% y 30% de la produccion de la cepa silvestre,
respectivamente. Finalmente, con base en un andlisis bioinformatico, se concluy6 que
es posible que el producto de expresion del gen sco2582 participe en el procesamiento
proteolitico de la proteina SCO5913, lo cual tendria como resultado el fenotipo

observado experimentalmente.



4. INTRODUCCION

4.1 Generalidades del género Streptomyces
El género Streptomyces es uno de los grupos mas importantes en microbiologia debido
a su complejo ciclo de vida, por lo cual han sido elegidos como organismos modelo
para el estudio del desarrollo y evolucién bacteriana (Hopwood, 2007). El grupo
produce alrededor de dos terceras partes de los antibidticos de origen natural y una
amplia gama de otros metabolitos secundarios, entre los que se incluyen agentes
antihelminticos, antitumorales, antifungicos y herbicidas (Baltz, 1998; Rigali et al.,
2008). Estos compuestos le confieren importancia y grandes aplicaciones en areas
como la medicina, la veterinaria y la agricultura, asi como en un gran nimero de

procesos industriales (Redenbach et al., 1996; Champness, 2000).

Los estreptomicetos son bacterias Gram positivas, miembros del orden de los
Actinomycetales dentro la clase Actinobacteria (Stackebrandt et al., 1997). Son
microorganismos aerobios, formadores de espora, inmdviles y con un contenido
elevado de guanina y citosina (70% G+C) en su ADN (Chater, 2006). Viven, en su
mayoria, como saprofitos en el suelo, aunque también habitan una amplia gama de
nichos, tanto terrestres como acuaticos (Flardh y Buttner, 2009). Generalmente no son
bacterias patdgenas, sin embargo, algunas especies pueden causar enfermedades en
plantas. Tal es el caso de Streptomyces scabei, que causa la sarna comdn en las
papas y Streptomyces ipomoea, que destruye la costra del camote (Loria, et al., 1997;
Clark y Moyer, 1998). Streptomyces somaliensis, por su parte, causa actinomicetoma
en humanos; una infeccion severa y debilitante que afecta tejidos profundos y huesos,
la cual puede ser mortal si no se interviene quirdrgicamente (Kirby et al., 2012).

4.2 Ciclo de vida del género Streptomyces
Al encontrarse en el suelo, los estreptomicetos crecen sobre sustratos sélidos como
plantas en descomposicién y restos animales (Hopwood, 2007). Cuando fueron
descubiertos, el patrén de crecimiento de estos organismos llevd a los cientificos a

sugerir que eran hongos. No obstante, la ausencia de membrana nuclear y la presencia



de peptidoglucano confirmé su origen procariético (Hopwood, 1999). Las similitudes
entre el desarrollo de los hongos y los estreptomicetos se deben, presumiblemente, al

resultado de adaptaciones a nichos ecolégicos similares (Flardh y Buttner, 2009).

Al encontrar condiciones favorables de nutrientes, una espora de Streptomyces
germina formando uno o dos tubos germinativos que se desarrollan para formar hifas.
Estos tubos crecen por medio de extension apical y se ramifican para formar el micelio
vegetativo. Con frecuencia, el micelio vegetativo se abre paso hacia el sustrato
circundante. La hifa aérea vence la tension superficial, escapando del entorno acuoso
del micelio vegetativo, y se eleva hacia el aire. Entonces, la hifa aérea comienza a
formar septos, por medio de un proceso de desarrollo controlado de division celular, en
largas cadenas de compartimentos de pre-esporas, los cuales desarrollan paredes
gruesas, sintetizan un pigmento gris y adquieren caracteristicas de esporas maduras
(Figura 1). En comparacién con las endosporas formadas por especies de Bacillus, las
esporas de Streptomyces son mucho menos resistentes a condiciones adversas,
aunque pueden sobrevivir por largos periodos en estado de desecacion. Por lo tanto,
parece que las esporas inactivas de Streptomyces estan bien adaptadas para

dispersarse por el ambiente (Flardh y Buttner, 2009).

La produccion y liberacion de enzimas extracelulares y metabolitos secundarios,
incluyendo antibioticos, ocurre tipicamente durante la transicion desde el crecimiento
vegetativo hacia la esporulacion o, en cultivos liquidos, durante la transicion de la fase
de crecimiento exponencial hacia la fase estacionaria (Hopwood, 2007). En la
naturaleza, dichas moléculas ofrecen una ventaja competitiva a las cepas productoras

cuando los nutrientes se vuelven escasos (Champness y Chater, 1994).

El papel de los estreptomicetos es crucial en el ambiente terrestre debido a la
amplia gama de procesos metabdlicos y biotransformaciones que son capaces de
realizar, que incluyen la degradacion de restos insolubles de otros organismos, tales
como lignocelulosa y quitina, lo que convierte a los estreptomicetos en organismos
centrales en el reciclaje de carbono (Bentley, et al. 2002). Adicionalmente, los
estreptomicetos producen diversas clases de enzimas extracelulares como proteasas,

celulasas, amilasas, lipasas, quitinasas y xilanasas (Morosoli et al., 1986; Henderson et
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al., 1987; Long et al, 1987; Lange et al., 1999), las cuales han encontrado numerosas

aplicaciones en el sector industrial.

Micelio aéreo

[ Espora
O

Ramificacion

Tgbo _ Micelio
germinativo vegetativo

Figura 1. Ciclo de vida de Streptomyces coelicolor (Modificado de Flardh y Buttner, 2009).
Las fotografias muestran el fenotipo caracteristico de la cepa silvestre M145 en medio sélido a
lo largo del tiempo. Comienza como una colonia lisa (A) que posteriormente se torna
blanquecina al producir micelio aéreo (B), cuando las hifas aéreas se septan, comienza la
produccion de esporas (C), hasta que alcanzan la madurez y la colonia se torna de color gris

(D).

4.3 Cepa modelo Streptomyces coelicolor
La especie Streptomyces coelicolor A3(2) fue adoptada como la cepa modelo de los
estreptomicetos debido a la facilidad para su analisis genético, ademas de su
capacidad para producir al menos cinco antibioticos diferentes (Liu et al. 2013).



Streptomyces
coelicolor

8,667,507 pb _

Figura 2. Representacion circular del cromosoma de S. coelicolor tomado de (Bentley, et
al. 2002). La escala exterior en Mb sigue un orden contrario a las manecillas del reloj. Se
sefiala la region central (azul oscuro), los brazos del cromosoma (azul claro) y el origen de
replicacion (OriC)

El genoma de esta especie fue el primero del género en ser secuenciado. S.
coelicolor posee un cromosoma lineal conformado por 8,667,507 pares de bases (8.7
Mb), y se han identificado 7 825 probables genes. El cromosoma se encuentra
agrupado en tres regiones: la regién central de 4.9 Mb, también llamada core, y dos
brazos flanqueantes, el izquierdo de 1.5 Mb y el derecho de 2.3 Mb (Bentley et al.,
2002). Aproximadamente la mitad del cromosoma se encuentra en la region central y
contiene genes esenciales para la supervivencia (Figura 2). La cepa secuenciada, S.
coelicolor M145, es un derivado de la cepa A3(2) que carece de los dos plasmidos:
SCP1 (lineal, 350 kb), SCP2 (circular, 31 kb) (Redenbach et al., 1996; Kieser, 2000).



4.4 Produccion de metabolitos secundarios en S. coelicolor

Los estreptomicetos son la fuente mas abundante de antibidticos provenientes de
microorganismos y normalmente producen varios antibidticos con un perfil de
produccion especifico para cada especie. El analisis de la secuencia del genoma de S.
coelicolor M145 ha revelado al menos 29 clusteres de genes biosintéticos para
metabolitos especializados. Dentro de este grupo de cllsteres se encuentran aquellos
gue codifican para los antibiéticos actinorrodina (ACT), undecilprodigiosina (RED) y el
antibidtico dependiente de calcio (CDA, Calcium Dependent Antibiotic) (Hopwood,
1988). Otro cluster descrito, es el del policétido criptico (CPK, Cryptic PolyKetide) cuyo
Unico producto encontrado ha sido un producto amarillo denominado coelimicina P1
(Gomez-Escribano et al., 2012; Liu et al., 2013). Entre el resto de los clusteres del
metabolismo secundario se han encontrado homoélogos de otras policétido sintasas de
tipo | y Il, chalcona sintetasas, péptido sintetasas no ribosomales (NonRibosomal
Peptide Synthetases, NRPS) y terpeno ciclasas (Bentley, et al. 2002).

G T . T, WL O e B O
0 HO, C |\f

»0 O OH OH 0 0
(o] 0 ,
Actinorrodina (ACT) WN— HN_O HN
.-|< >—OH
HO;C/\INH H OOQ

R )\/N NH
(6] Y N

& 4 l(\"
H,NOC” “OR CO,H

Antibiético dependiende de calcio (CDA)

OCH;
& W o AW G
& ¥ g
i o "
Coelimicina P Undecilprodigiosina (RED)

Figura 3. Estructura quimica de algunos antibiéticos producidos por S. coelicolor M145
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En la Figura 3 se observan las estructuras de cuatro antibiéticos producidos por
S. coelicolor M145. La produccion de dos antibidticos coloridos facilmente
cuantificables, aunado al conocimiento de que la produccion de antibidticos se
encuentra en estrecha conexion con el ciclo de vida del microorganismo (Liu et al.,
2013), hacen a la actinorrodina y la undecilprodigiosina los antibiéticos seleccionados
para la evaluacion de la produccion de metabolitos secundarios en el presente trabajo.

4.5 El producto de sco2127 de S. coelicolor y su interaccion con otras
proteinas.
En 1982 se reporto el aislamiento de cepas de S. coelicolor resistentes a la inhibicion
de su crecimiento por un anélogo de la glucosa llamado 2-desoxiglucosa (Dog).
Durante el primer paso de la glucdlisis, la Dog se transforma en Dog-6-P, un
compuesto altamente téxico que no puede ser metabolizado en los pasos siguientes de
la via glucolitica (Hodgson 1982). Las mutantes de S. coelicolor resistentes a 2-
desoxiglucosa (DogR) son incapaces de utilizar este analogo y presentan una baja o
nula actividad de glucosa cinasa (Glk). Ademas, tanto la sintesis de agarasa como la
de glicerol cinasa, en estas mutantes, son insensibles a la represion catabdlica por
carbono (Carbon Catabolite Repression, CCR) (Kwakman y Postma 1994; Angell et al.,
1992).

Estudios de complementacion realizados sobre las mutantes DogR demostraron
gue el gen glkA (sco2126) es capaz de restablecer la capacidad de utilizar glucosa, asi
como la actividad de GIKA y, parcialmente, la sensibilidad a CCR. No obstante, al
transformar la cepa mutante con un fragmento de ADN que contiene a los genes glkA 'y
sc02127, ademas del fenotipo mencionado, la sensibilidad a CCR se restablece hasta
niveles semejantes a los de la cepa silvestre, sugiriendo que ambos genes estan

involucrados en el proceso de CCR (lkeda et al. 1984; Angell et al., 1992).

Con el fin de intentar comprender dicho fendmeno, se comenzd a estudiar al gen
sco2127. El andlisis in silico de la secuencia de éste, demostrdé que no posee motivos
de unién a ADN, lo que sugeria que su mecanismo de accion podia involucrar la

interaccion con otras proteinas. Para evaluar esto, la proteina codificada por el gen
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sc02127 fue expresada en E. coli y purificada. Ensayos posteriores de pull-down y far-
western, identificaron la union de SCO05113 (BIdKB) y SC02582 con SC02127
(Chavez et al. 2011). BIdKB, es una lipoproteina que pertenece a un transportador de
tipo ABC involucrado en la formacién de micelio aéreo (Shin et al., 2007) y, ademas, es
responsable de la captacion del oligopéptido morféogeno Bld261, el cual funge como
molécula de sefializacién extracelular para dar inicio a la cascada de diferenciacion

morfoldgica en S. coelicolor (Nodwell et al., 1996).

4.6 El producto de expresion de sc02582
De acuerdo con la base de datos MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/cqgi-

bin/famsum?family=M48), la proteina SCO02582 esta anotada como una

metaloendopeptidasa putativa de membrana con funcién desconocida. Su secuencia
de aminoacidos presenta homologia (99 % de identidad) con una proteasa dependiente
de zinc con funcién de chaperona de Streptomyces lividans 1326. Las proteasas
pertenecientes a esta familia pueden coordinar de forma tetraédrica a un ion de zinc
mediante dos histidinas localizadas dentro del motivo HEXXH. Este motivo fue
encontrado dentro de la secuencia de SC02582, el cual la identifica como parte de la
superfamilia M48 de peptidasas (Jongeneel et al., 1989). Al realizar un analisis de
similitud, por medio de DELTA-BLAST, entre la proteina SC0O2582 y otras proteinas
contenidas en la base de datos PDB (Protein DataBase) las proteinas con mayor
similitud son, sobre todo, peptidasas dependientes de zinc y algunas proteinas de
choque térmico. Como resultado de estas observaciones, Chavez et al. (2011)
propusieron que SCO02582 podria encargarse del procesamiento y maduracion del
oligopéptido morfégeno Bld261, el cual debe ser internalizado por la permeasa BIdK de

S. coelicolor.

Con base en procesos descritos en otros microorganismos que también utilizan
proteasas para la exportacion, procesamiento, modificacion de la actividad y
degradacion proteica (Gottesman 1999), es posible presumir que SCO02582 se
encargue del procesamiento y maduracion de algun péptido involucrado en alguna via

de senalizaciéon extracelular
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4.7 Proteasas

Las proteasas, o peptidasas, son enzimas que catalizan la hidrélisis de enlaces
peptidicos, lo que conduce a la ruptura de sustratos. Se encuentran presentes en todos
los organismos vivos, donde muestran una variedad de funciones fisiol6égicas que van
desde la degradacion generalizada de proteinas, hasta procesos mas especificos y
regulados tales como el transporte de proteinas secretoras a través de las membranas
(Wandersman, 1989). Las proteasas pueden ser exopeptidasas, cuyas acciones se
encuentran dirigidas hacia los extremos amino (aminoexopeptidasa) o carboxilo
terminal (carboxiexopeptidasa), o endopeptidasas, que hidrolizan enlaces peptidicos
internos. A su vez, las endopeptidasas pueden dividirse en cinco grupos, dependiendo
del residuo en el sitio activo o del ion que lleva a cabo a la catalisis, por ejemplo: serina,
treonina, cisteina, aspartico o metaloproteasas (Webb, 1984; Ehrmann y Clausen,
2004).

Las proteasas intracelulares de procariotas son altamente especificas y se
encuentran involucradas en distintos procesos bioldgicos, tales como la remocién de
péptidos sefal de proteinas recién sintetizadas, la activacion de precursores inactivos,
la inactivacion de proteinas reguladoras, y la degradacion de proteinas anormales o
extrafas (Wandersman, 1989). Una amplia gama de bacterias también secreta
proteasas al medio extracelular. Algunas de estas proteasas son toxinas o factores
involucrados en la virulencia, mientras que otros presentan baja especificidad y
degradan proteinas para producir pequefios péptidos y aminoacidos que pueden ser,
eventualmente, transportados y utilizados en alguna via metabdlica. Las proteasas
extracelulares son sintetizadas como precursores inactivos con un segmento de
polipéptido adicional (propéptido) que se encuentra ausente en la proteina madura. Los
propéptidos tienen diferentes longitudes y localizaciones dentro del precursor v,
ademas de mantener a la proteasa en un estado inactivo, puede promover el
plegamiento correcto de la proteasa, alterar su especificidad, actuar como un ancla
membranal, o jugar un papel en el proceso de secrecion (Wandersman, 1989;
Gottesman 1999).
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4.7.1 La peptidasa modelo de la familia M48

La proteina Ste24p es la peptidasa modelo de la familia M48, de acuerdo con la base
de datos MEROPS, y es una feromona peptidica involucrada en la fusion celular
(mating) de las levaduras. Este proceso involucra otras dos feromonas, designadas
como factores de fusion a y a. Cada uno de estos factores es secretado por un tipo
distinto de células haploides, las cuales se fusionan para dar lugar a una célula
diploide. Dos de los cuatro procesamientos proteoliticos involucrados en la maduracion
del factor de fusion a de Saccharomyces cerievisiae pueden ser realizados por Ste24p.
El primero es la eliminacion de la secuencia CaaX (C: cisteina, a: aminoacido alifatico,
X: cualquier aminoacido) en el extremo C-terminal y, posteriormente, la protedlisis en el
sitio STATA en el extremo N-terminal (Figura 4) (Pryor et al., 2013).

Precursor del factor a (36aa)

CaaX
MOPSTATAAPKEKTSSERKDNYIIKGVEFWDPACVIA

Ram1p/Ram2p
- Farnesilaciéon

MOPSTATAAPKEKTSSEKKDNYIIKGVFWDPACVIA

Ste24p/Rcelp
- Protedlisis CaaX

Ste14p
- Carboximetilacion

Procesamiento CaaX
1

MOQPSTATAAPKEKTSSEKKDNYIIKGVEWD PA(‘.(VK/\,k,\(k

MOPSTATAAPKEKTSSEKKDNY IIKGVEWDPAC-o-cu,

Ste24p
-Corte

AAPKEKTSSEKKDNYIIKGVFWD PA@{,\-oA-c/n\,'k/vk
Axi1p

- Corte endoproteolitico A MY
YITKGVFWDPAC-o-ca,

Factor a maduro (12aa)

Figura 4. Mecanismo propuesto para la maduracion del factor a en Saccharomyces
cerevisiae. Modificado de Pryor et al. (2013).
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La estructura central de Ste24p es un anillo de siete hélices transmembranales
que forman una cavidad voluminosa localizada, practicamente en su totalidad, en el
interior de la membrana. Esta cavidad contiene al sitio activo y el surco de union a

sustrato, ademas del motivo de union a zinc HEXXH (Pryor et al., 2013).

4.8 La diferenciacion morfoldgica en S. coelicolor esta mediada por proteasas
Se ha propuesto que el desarrollo morfolégico de los estreptomicetos esta influenciado
por una cascada proteolitica extracelular que contempla la inhibicién de serin proteasas
por distintos inhibidores de proteasas extracelulares. En S. coelicolor, el gen sco0762
codifica para el inhibidor de proteasas extracelulares denominado STI (Streptomyces
Trypsin Inhibitor). Sin embargo, el papel que representan, asi como las complejas
interacciones de proteasas e inhibidores de proteasa durante la diferenciacion en
Streptomyces no se han caracterizado a nivel molecular, y la conexién entre los

eventos intracelulares y extracelulares no se ha logrado explicar del todo.

En otro estudio (Kim et al. 2008) se demostré in vitro la capacidad de la proteina
SCO05913 para degradar a STI. Adicionalmente, se observé un incremento en la
actividad inhibitoria de STI en la mutante Asco5913 de S. coelicolor, la cual present6 un
retraso en el desarrollo morfologico y en la produccion de ACT. En contraste, una cepa
sobreproductora de SC0O5913 mostré disminucion de la actividad de STl y un desarrollo
anticipado. Estas evidencias sugieren que el proceso de inactivacion de STI tiene
importantes consecuencias para la sincronizacion y la progresion del desarrollo. No
obstante, estos autores advierten sobre la posibilidad de que exista al menos una
proteasa mas involucrada en el proceso de inactivacion de STI, pues incluso en la
mutante Asco5913 se observa una lenta disminucién gradual de STl dando como

resultado la aparicion de micelio aéreo.

15



5. HIPOTESIS

Si el producto de expresion del gen sco2582 interviene en el procesamiento de
péptidos involucrados en la produccién de micelio aéreo, entonces la eliminacion del
gen sco2582 afectara negativamente el desarrollo de la cepa, asi como la produccion

de pigmentos en S. coelicolor.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de la eliminacién del gen sco2582 sobre el crecimiento y produccion

de pigmentos en S. coelicolor.

6.2 Objetivos particulares

e Obtener la mutante Asco2582 de S. coelicolor.

e Analizar la morfologia de la mutante y la cepa silvestre M145 en medio sélido.

e Verificar el efecto de la eliminacion del gen sco2582 sobre los parametros
cinéticos de crecimiento y sobre la produccién de los pigmentos modelo (ACT y
RED) en cultivos liquidos.
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7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

7.1 Cepas y plasmidos
En la Tabla 1. se indican las cepas y plasmidos utilizados durante el desarrollo del

trabajo experimental.

Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados

Nombre Genotipo relevante Referencia
Plasmidos
plJ773 oriT (RK2), aac(3)IV, sitios FRT Gust et al., 2002
plJ790 A-RED (gam, bet, exo), cat, araC, rep101' Gust et al., 2002
pUZ8002 tra, .neo, 3P4. Plasmido auxiliar en el proceso de Paget et al. 1999
conjugacion
Cosmidos
SIC123 Dt?rlvgdo de Supercosl,. neoz bla, sco2582. Redenbach et al., 1996
Caosmido con el gen de interés.
StC123apra Derivado dg StClZ3,' Asc02582::aac(3)IV. Césmido Este trabajo
con el gen interrumpido.
E. coli

F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl
DH5a endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A— thi-1

gyrA96 relAl

Derivado de K12: AaraBAD, ArhaBAD A-Red (gam,
BW25113 bet, exo), cat, araC, rep101*. Para mutagénesis Gust et al., 2002
PCR dirigida
F-, dam-13::Tn9, dcm-6, hsdM, hsdS, cat, tet.
Cepa no metilante
S. coelicolor

New England
Biolabs

ET12567 Kieser et al., 2000

Kieser et al., 2000

M145 SCP1-, SCP2-, protétrofo Bentley et al., 2002

M145/Asc02582::aac(3)IV. Cepa con el gen

A2582 . . Este trabajo
interrumpido.
M145/Asc02582::aac(3)IV/sco2582HT. Mutante
A2582comp Asc02582 complementada con el gen sco2582 con  Este trabajo

cola de histidinas

7.2 Construccion de la mutante Asco2582 de S. coelicolor
Para obtener la mutante del gen sco2582, se utilizd6 un método denominado PCR-

Targeting, disponible comercialmente como REDIRECT® (Figura 5) (Gust et al., 2002).
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1 Templado para amplificacién por PCR f:“ 2 Disefio de oligonucledtidos 3 Amplificacién del casete

pluTT3

Transfermacion

5 pcr Targeting

o

oRF E. coli BW25113/plJ790/cosmido

4 Preparacion de E. colicon

plagmido ARED y el
cosmido de S. coelicolor Transformacion
E. coli BW25113/plJ790 Induccion de A-RED _
por L-arabinosa
=
4 N
¥ fucoma o ’
30°C Pérdida del plasmido plJ790,
sensible a temperatura, que

contiene el sistema A-RED.
Toda la noche a 37 °C

7ec

E. coli BW25113/césmido

=

E. coli DH5a/BT340
Transformacion de

h ET12567 que contiene el
7" plasmido Tra+ pUZ8002

nw Transformacién en la cepa de
E. coli con el sistema FLP

7 Escision del casete mediada por FLP

E. coli ET12567/pUZ8002/cosmido

-
" Induce la sintesis de FLP y
a0 la pérdida del plasmido de
recombinacion BT340 |— |

43°C sensible a temperatura.
Toda la noche
Conjugacion con
5. coelicolor

-
) E. coli ET12567/pUZB002/cosmido
= 6 Conjugacién y bisqued
B N / enjugacion y busqueda
h |

E. coli DH5a

de exconjugantes
Transformacién

m@ sy ¥

eficolor

Mutante de Streptomyces con interrupcién

I L

Otras interrupciones
génicas pueden repetirse
usando el mismo marcador

Figura 5. Diagrama general del método de sustitucién génica (PCR targeting) en
Streptomyces mediante recombinacion homoéloga (Modificado de Gust et al., 2002).
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Dicho método consiste, basicamente, en la recombinacién homéloga que permite
el intercambio del gen blanco por un casete de resistencia a antibiético, apramicina en

este caso.

Para este fin, se requieren secuencias homodlogas flanqueantes al gen que se
desea eliminar. Estas secuencias se obtuvieron del cosmido StC123 de S. coelicolor, el
cual forma parte de la biblioteca de césmidos de esta especie (Redenbach et al., 1996),
y contiene el gen sco2582. También requiere de un casete de resistencia a apramicina
[aac(3)IV], para seleccionar las clonas con el gen eliminado, y el disefio de un par de
oligonucledtidos que permitan obtener al casete de resistencia extendido. Esto se lleva
a cabo por medio de secuencias homologas que promuevan el primer evento de
recombinacion, entre el casete extendido y el césmido silvestre, en la cepa E. col..
BW25113/plJ790. El plasmido plJ790 permite dicho evento de recombinacion, pues
contiene los genes del sistema A-RED (gam, bet, exo), ademas de un gen de
resistencia a cloranfenicol y un inicio de replicacion termosensible; motivo por el que
debe ser incubada a 29 °C. Una vez obtenido el cosmido mutado, es necesario
introducirlo en la cepa E. coli. ET12567/pUZ8002. Esta cepa, al presentar deficiencias
en algunos sistemas de metilacién, permite evitar el potente sistema de restriccion
metil-especifico de S. coelicolor, que degrada ADN metilado al reconocerlo como
exdgeno. Ademas, el plasmido auxiliar puzZ8002 permite llevar a cabo la conjugacion

intergenética con Streptomyces.

= Obtencién del casete de resistencia

El plasmido plJ773 se extrajo mediante lisis alcalina de una cepa de E. coli DH5q,
seleccionada por su resistencia a ampicilina (100 pg/mL). Posteriormente, se digirié con
Hindlll y EcoRI. El producto liberado corresponde con el casete que contiene el gen de
resistencia a apramicina aac(3)IV, un oriT (RK2), y los sitios FRT (Flippase Recognition

Target).
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» Disefio de oligonucledtidos y obtencion del casete extendido de

resistencia a apramicina

Los oligonucledtidos se disefiaron con el fin de presentar una region homdloga al
césmido StC123 de S. coelicolor, que contiene al gen sco2582, y otra region homologa
al casete de resistencia a apramicina (Figura 6). Los extremos 5’ (58 0 59 nt) de ambos
oligonucledtidos son complementarios con las regiones rio arriba y rio abajo de
sc02582, mientras que las regiones 3’ (19 o 20 nt) lo son con los extremos del casete
de resistencia. Estos oligonucledtidos permiten la obtencion del casete extendido que

permitira realizar la recombinacién homéloga.

NNNN ... ATG GEN A ELIMINAR

ACT .... NNNN

Secuencias de 19 y 20 nt que son iguales en todos los casetes
Oligonucleétido de 59 nt +20nt: 5 ATTCCG GGG ATCCGTCGACC ¥

é"/ -19nt:5 TGT AGG CTG GAG CTGCTTC 3’

/

ACT ... NNNN|
Oligonucledtido de 58 nt

INNNN ... ATG

Casete

Figura 6. Esquema del disefio de oligonucledtidos para amplificar el casete de
resistencia a apramicina. Modificado de Gust et al., 2002.

= Amplificacion del casete de resistencia a apramicina

En las Tablas 2 y 3 se muestran las condiciones de amplificacion utilizadas para

obtener el casete de resistencia a apramicina por medio de PCR.
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Tabla 2. Mezcla de reaccidén de PCR para amplificar el casete de resistencia.

Componente Volumen Concentracién final
Agua 22.8 pL -
Buffer (10x) Expand High Fidelity PCR System, Roche 5 uL 1x
MgCl2 (25 mM) 3 uL 1.5mM
dNTP (10 mM) Set, Invitrogen 1L 0.2 mM
Sc2582_FWD (10 uM) 5 L 1 pM
Sc2582_REV (10 pM) 5puL 1uM
DMSO (100%) 2.5 uL 5%
Templado de ADN plasmidico, plJ773 (20 ng/uL) 5 uL 100 ng
ADN Polimerasa (3.5 U/pL) Expand High Fidelity 0.7 pL 25U
Total 50 pL -

Tabla 3. Condiciones para la reaccion de PCR para amplificar el casete de resistencia.

Paso Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 94 °C 2 min
10 ciclos

Desnaturalizacion 94 °C 45 s

Alineamiento 50 °C 45 s

Extension 72 °C 90 s
15 ciclos

Desnaturalizacion 94 °C 45 s

Alineamiento 55°C 45 s

Extension 72 °C 90 s

Extension final 72 °C 5 min

El casete extendido fue purificado de banda por medio del kit Wizard® SV Gel and

PCR Clean-Up System de Promega.

» Transformacién del co6smido StC123 en E. coli BW25113/pl1J790

El c6smido StC123 (kanR) fue transformado en células electrocompetentes de E. coli

BW25113/plJ790. El plasmido plJ790 (cat®) contiene un origen de replicacion sensible

a temperatura (activo a 30°C), ademas de los genes que codifican para la maquinaria

de recombinacion del bacteriéfago A (gam, beta y exo).
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= Transformacion del casete extendido en E. coli BW25113/plJ790/StC123

Las transformantes donde ocurrié el reemplazo exhibieron resistencia a cloranfenicol y
kanamicina. Se cultivaron células de E. coli BW25113/plJ790/StC123 en medio SOB
con ampicilina (100 pg/mL), kanamicina (50 pg/mL), cloranfenicol (25 pg/mL) y 10 mM
de L-arabinosa, a 29 °C, para preparar células electrocompetentes. En ellas se
introdujo el casete extendido, por medio de electroporacion, con el propésito de
reemplazar el gen sco2582 de StC123 por el marcador de resistencia a apramicina
aac(3)IV. La incubacion se realizé6 a 37 °C para favorecer la pérdida del plasmido
plJ790, y se seleccionaron en medio LB con ampi (100 pg/mL), kan (50 pug/mL), apra
(50 pg/mL). De esta forma se obtuvo una cepa con el fenotipo ampiR, kan®R y apraR, las
cuales contenian al cosmido mutado StC123 Asco2582::aac(3)IV.

» Transformacién del co6smido mutado en E. coli. ET12567/pUZ8002

Se verifico la identidad del césmido StC123 Asco2582::aac(3)IV por medio de un
ensayo de restriccién con la enzima Pstl y posteriormente fue transformado en células
electrocompetentes de la cepa no metilante E. coli ET12567/pUZ8002 (apra 50 pg/mL,
kan 50 pg/mL, cat 25 pg/mL). Este paso es esencial debido al sistema de restriccion de
Streptomyces que degrada material genético metilado por dam-13, dcm-6, hsdM, hsdS.
Ademas, el pladsmido pUz8002, un derivado de RK2, puede suministrar las funciones
de transferencia a plasmidos que contengan oriT, sin embargo, no es transferido él

mismo de manera eficiente debido a una mutacion en su propio oriT.

= Conjugacién intergenética

En este proceso participa tanto la cepa donadora E. coli. ET12567/pUZ8002/StC123
Asco02582::aac(3)IV, como la receptora, S. coelicolor M145. Las esporas de
Streptomyces son sometidas a un choque térmico de 50 °C por 10 minutos para
estimular la germinacion y, una vez frias, son mezcladas con la suspension de E. coli

para que ambas cepas entren en contacto. La mezcla es centrifugada y resuspendida
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en 100 pL de agua. Posteriormente, se realizan diluciones seriadas desde 10 hasta
10° en un volumen final de 1000 pL. Finalmente, cada diluciéon se extiende en una
placa de agar MS + MgCl2 10 mM, sin antibi6ticos (anexo), y son incubadas a 29 °C de
16 a 20 horas.

Una vez transcurrido dicho tiempo, se realiza un overlay, que consiste en
extender, sobre cada placa, 1 mL de agua que contiene una concentracion de 25
pg/mL de acido nalidixico, para eliminar selectivamente a E. coli y 50 pg/mL de
apramicina para seleccionar las exconjugantes. La incubacién se mantiene a 29 °C de
cinco a siete dias mas. Las colonias exconjugantes se sembraron en medio NA +
apramicina (50 pg/mL) con y sin kanamicina (50 pg/mL) (anexo) con el fin de confirmar
el fenotipo buscado apraR kanS. Aquellas colonias con sensibilidad a kanamicina se
estriaron en MS + apramicina (50 pg/mL) para confirmar la resistencia y promover la
esporulacion. Finalmente, se realizé una PCR de colonia con Thermo Scientific® Phire®

Plant Direct PCR Kit, siguiendo las instrucciones del proveedor.

= Confirmaciéon de la mutante Asco2582 de S. coelicolor

Se obtuvo el ADN gendémico de la cepa mutante por medio de FastDNA® SPIN Kit for
Soil DNA Extraction y se realiz6 nuevamente una PCR con las mismas condiciones de
la PCR de colonia (Phire®), y con la cepa silvestre como control. El amplicén obtenido
para la cepa mutante en la PCR de confirmacion fue purificado de banda por medio de
kit (Promega) y secuenciado (Laragen, Inc) con el oligonucleétido StC123iFWD8272
para corroborar su identidad.

Las Tablas 4 y 5 muestran la mezcla y las condiciones de reaccion de PCR,

respectivamente.
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Tabla 4. Mezcla de reaccion de PCR de confirmacion.

Componente Volumen Concentracién final
Agua 6.2 uL -
2x Phire Plant PCR Buffer (Contiene dNTP y MgCly), 10 pL 1x
StC123iFWD8272 (10 uM) 1 pL 0.5 uM
StC123iREV8273 (10 uM) 1L 0.5 uM
DMSO (100%) 1L 5%
*

Templado de ADN gendmico
Phire® Hot Start || DNA Polimerase, Thermo Scientific 0.3 pL -

Total 20 pL -

*Volumen de cada templado utilizado en la reaccion.

Control *Volumen Tamarfio del amplicén
Positivo (PCR de colonia Phire) 0.5 uL 1733 pb
Silvestre (ADN gendémico M145) 0.25 uL 1567 pb
Mutante (ADN gendmico de Asc02582::aac(3)IV) 1.0 L 1733 pb

Tabla 5. Condiciones para lareaccion de PCR de confirmacion.

Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 98 °C 5 min
10 ciclos
Desnaturalizacion 98 °C 1ls
Alineamiento 65.8 °C 5s
Extension 72 °C 30s
Extension final 72 °C 1 min

7.3 Cinéticas de crecimiento de las cepas S. coelicolor M145 y Asc02582

= Obtencidn de stocks de esporas

Una vez confirmada la mutacién, se propagaron las cepas en placas de MS sin
antibidtico, y con apramicina (50 pg/mL), para la cepa silvestre y mutante,
respectivamente, hasta observar un césped de esporas (entre siete y 10 dias). Pasado

ese tiempo, se realiz6 la cosecha y una titulacién de esporas viables. A partir de los
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stocks titulados, se tomaron alicuotas con aproximadamente 200 x 10° esporas y se
almacenaron a -70 °C.

= Preindculos

Para iniciar los cultivos de cada cepa (silvestre y mutante), se inoculé una alicuota con
200 x 10° esporas en un matraz de 250 mL, con bafle bajo, en un volumen de 50 mL de
medio NMMP (anexo). Para evitar la interferencia de asimilacién de fuentes de carbono
gue puede deberse a los componentes de los medios complejos, y se suplementaron
con fructosa 27.75 mM, se cultivaron a 29 °C, 200 rpm y se realizd una cinética para

identificar la fase exponencial de cada cultivo.

= Caracterizacion fenotipica en medio soélido

Para asegurar que las cepas se encontraban en el mismo estado de crecimiento, este
experimento se realiz6 a partir de preindculos tomados a la mitad de la fase
exponencial de cada uno. Para lo cual, los cultivos crecidos se centrifugaron a 14 000 x
g, se lavaron dos veces con una solucion de NaCl 0.85 % fria, y el boton resultante se
resuspendié en 5 mL de la misma solucion, y se mantuvo en hielo. Los medios solidos
utilizados fueron MS, NA, YM, R2YE, R5, MM y NMMP (anexo). Exceptuando los
medios MS y NA, todos se suplementaron con glucosa y fructosa (27.75 mM de cada
uno). Se colocaron 10 pL de cada suspension (una por cada cepa) sobre una placa de
agar procurando que se encontraran a una distancia que les permitiera crecer sin
interferir la una con la otra. La incubacion se realiz6 a 29 °C y se tomaron fotografias
cada 24 h por 13 dias.

= Cinéticas de crecimiento

Las cinéticas se realizaron en matraces de 250 mL, con bafle bajo, en un volumen de
50 mL de medio NMMP, suplementados con glucosa y fructosa (27.75 mM de cada

uno). Se iniciaron a partir de los preindculos a la mitad de la fase exponencial. Un
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mililitro de la suspension fue adicionado a cada matraz y se tomaron muestras a las 0,
16, 24, 48 y 72 horas. Este procedimiento se llevé a cabo por triplicado para cada una

de las cepas.

= Determinacién de biomasa por el método de peso seco

Para realizar la determinacion, se usaron discos de papel filtro Whatman® Grade 1 (55
mm diametro) llevados a peso constante, 65 °C por 48 horas. Posteriormente, se
tomaron muestras de 5 mL del cultivo a las 0, 16, 24, 48 y 72 horas y se filtraron al
vacio con el sistema Millipore® sobre los discos de papel. La biomasa obtenida es

secada y pesada en las mismas condiciones.

= Determinacién de metabolitos secundarios
Actinorrodina

Tomar 1000 pL de cultivo total y adicionar 500 pL de KOH 3 N.
Incubar en agitacion constante toda la noche.

Centrifugar a 10 000 x g por tres minutos.

Recuperar el sobrenadante en un tubo de vidrio limpio y seco.

Realizar las diluciones pertinentes, con KOH 3 N, si fuese necesario.

o gk w N RE

Medir absorbancia a A = 640 nm

El coeficiente de extincién molar es €s40nm = 25320 Mcm (Bystrykh et al., 1996)

Undecilprodigiosina

Tomar 1000 pL de cultivo total.
Centrifugar a 10 000 x g por tres minutos.

Descartar sobrenadante.

P w0 NP

Adicionar 1000 pL de metanol acido (pH 2, HCI) al botén de micelio obtenido.
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Incubar en agitacién constante toda la noche.
Centrifugar a 10 000 x g por tres minutos.
Recuperar el sobrenadante en un tubo de vidrio limpio y seco.

Realizar las diluciones pertinentes, con metanol acido, si fuese necesario.

© © N o O

Medir absorbancia a A =530 nm

El coeficiente de extincidon molar es gs530nm = 100500 M-1cm™ (Hobbs et al., 1990)

7.4 Busqueda in silico de posibles proteinas blanco del producto de expresion
del gen sc02582
Se realiz6é una busqueda bioinformatica por medio de la base de datos de dominios de

proteinas, familias y sitios funcionales PROSITE (http://prosite.expasy.org/scanprosite).

Esta aplicacion se alimenta con la secuencia del motivo de interés, y éste se enfrenta
contra una base de datos de secuencias de proteinas, en este caso las de

Streptomyces coelicolor (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome). Los posibles candidatos

fueron objeto de analisis por medio de diferentes bases de datos (http://biocyc.org/,

http://merops.sanger.ac.uk/, http://www.genome.jp/kegq/, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/,

http://pfam.xfam.org/, http://david.abcc.ncifcrf.gov/,

http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqgi).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencidén del casete de resistencia

El plasmido plJ773 se extrajo de E. coli DH5a. El casete de resistencia a apramicina
fue aislado a partir de la digestion con Hindlll y EcoRI (Figura 7. A), y se obtuvo un
fragmento de 1382 pb que contiene al gen de resistencia a apramicina y el oriT,
esencial para la conjugacién intergenética (Figura 7. C). Dicho fragmento se utilizo
como ADN molde para la amplificacion del casete de resistencia por PCR.

(4326) EcoRI (18 pb)

—1382pb

p11773

4334 bp

HindIII (1374)

Figura 7. Representacion del plasmido plJ773 y restriccion del casete de resistencia. A.
Mapa del plasmido plJ773 que presenta al gen de resistencia a apramicina y el oriT. B. Vector
plJ773 linearizado con Hindlll. Carril 1: plJ773 linearizado con Hindlll. C. Casete de resistencia.
Carril 1: casete de resistencia a apramicina digerido con Hindlll y EcoRI. M: marcador de peso
molecular 1 Kb (Thermo Scientific).

Amplificacion del casete de resistencia

El casete obtenido se utiliz6 como templado para la PCR, usando los oligonucleétidos
Sc2582_FWD y Sc2582_REV, con el fin de obtener el casete extendido necesario para
la recombinacion homologa en el césmido StC123. Después de la PCR, se obtuvo una

banda de 1447 pb (Figura 8). El producto se purific6 mediante el kit de Promega. Por
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otro lado, después de transformar el césmido en la cepa de E. coli BW25113/plJ790 se
seleccionaron las candidatas de la cepa de E. coli BW25113/plJ790/StC123 que
exhibieron el fenotipo cat® y kanR. Se eligié una de las candidatas y se transformé con
el casete extendido. Se le permitié crecer en medio suplementado con L-arabinosa, con
el fin de inducir la expresion del sistema A RED, necesario para llevar a cabo la
recombinaciéon homologa. Posteriormente se seleccionaron las colonias de E. coli con
el fenotipo apraR, cat® y kanR, las cuales contenian al césmido mutado StC123
Asc02582::aac(3)IV

1447 pb =—

Figura 8. Producto de PCR del casete extendido. Gel de agarosa al 0.8 %. Carril 1: Producto
de PCR del casete de apramicina extendido con las regiones homoélogas afadidas por los
oligonucledtidos. M. Marcador de peso molecular 1 Kb (Thermo Scientific)

Verificacion del reemplazo del gen sco2582 en el cosmido StC123.

Con el fin de verificar el reemplazo del gen sco2582 en el cosmido StC123 se extrajo el
césmido mutagenizado y se sometié a un ensayo de restriccion. El patron de restriccion
se compard contra uno generado in silico (Figura 9. B) por medio del programa Serial
Cloner, asi como contra el patron obtenido para el cosmido silvestre. Puede notarse
como desaparece la banda de 22600 pb correspondiente al cosmido Stcl23 y
aparecen dos nuevas bandas, una de 13375 pb y otra de 9391 pb, que corresponden

con el césmido mutagenizado (Figura 9A).
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StC123 02582
Fragmentos generados (bp) con Pstl

1
1
1
1
1
J

7995
6239
3544
2 357
1744
1464
923
884
378

48128 bp 48 294 bp

Figura 9. Patréon de restriccién de los cosmidos StC123 y StC123 Asco02582::aac(3)IV
usando la enzima Pstl. A. Carril 1 Cdsmido silvestre. Carril 2. Cosmido mutagenizado M.
Marcador de peso molecular Lambda DNA/Hindlll (Thermo Scientific). B. Comparacion de los
patrones esperados para las restricciones, generados en el programa Serial Cloner.

Conjugacién intergenética

Una vez verificada la identidad de StC123 Asco2582:aac(3)IV, este cdésmido fue
transformado en la cepa no metilante E. coli ET12567/pUZ8002 con la finalidad de
evitar el sistema de restriccion de Streptomyces, ademas de aprovechar las funciones
de transferencia dadas por el plasmido pUZ8002. Si la conjugacién y recombinacién
son exitosas, es decir, que el cosmido StC123 Asco2582::aac(3)IV ha realizado el
proceso de doble recombinacion homologa con el genoma de S. coelicolor, se esperan
colonias con el fenotipo apra® kanS, dado que el c6smido mutagenizado presenta el
fenotipo kan®, sin embargo, se pierde una vez llevada a cabo la recombinacién. Como
resultado de la conjugaciéon se obtuvieron 60 candidatas, sin embargo, al seleccionarlas
por medio de su resistencia a antibidtico, sélo dos de ellas fueron positivas. Ademas, se
realizé una PCR de colonia con Thermo Scientific® Phire® Plant Direct PCR Kit, y se

obtuvo la banda esperada de 1426 pb para la cepa mutante.
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Verificacion de la mutante S. coelicolor Asc02582::aac(3)IV

Aguellas candidatas resultantes con el fenotipo apraR kanS, y positivas en la PCR de
colonia, fueron sujetas a una segunda PCR para confirmar el reemplazo. Para este fin
se obtuvo el ADN gendmico de la cepa mutante y se realiz6 nuevamente una PCR con
las mismas condiciones de la PCR de colonia (Phire®), y con la cepa silvestre como
control negativo. Los oligonucleétidos 8272F y 8273R permiten la amplificacion de un
fragmento de 1567 nt si se trata de la cepa silvestre (M145), y de 1733 nt para el caso
de la mutante (Asco02582). El gen sco02582 tiene un tamafio de 1209 nt, a diferencia del
casete de resistencia a apramicina, que comprende 1369 nt. Esta diferencia de 160 nt
es apreciable en el gel (Figura 10), por lo que el resultado de la PCR permite verificar

gue la mutacion se llevo a cabo.

M 1 2 3

sco2581
L 5c02582 sco2583 s

8272F 8273R

1733 pb=

ﬂ :‘ 1567 pb=

(20Nt Fwd

§C02581 [FRT| [19nt Rev|
_ Lo
cee e S T T > 502583 SREE

8272F 8273R

Figura 10. PCR de verificacion de la cepa mutante usando los oligonucle6tidos 8272F y
8273R. Gel de agarosa al 0.8 %. En A se observa una representacion del contexto genético del
gen sco2582 (recuadro) en la cepa silvestre. En B se observa la misma region después del
reemplazo del gen por el casete de resistencia (recuadro). En el gel se observan las siguientes
bandas: Carril 1. PCR sobre ADN gendmico de la cepa Asco2582; Carril 2. PCR sobre ADN
gendmico de la cepa M145; Carril 3. PCR de colonia (Phire Plant®) de la cepa Asco02582; M.
Marcador de peso molecular 1 Kb.
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Secuenciacion del producto de PCR para verificar la mutante Asco2582::aac(3)IV

El producto de PCR obtenido para la cepa mutante (Figura 10. Carril 1) fue purificado
de banda por medio de kit (Promega) y secuenciado (Laragen, Inc) para corroborar su
identidad. En la Figura 11 se puede observar que la secuencia recibida de Laragen,
Inc. presenta un 93 % de cobertura y una identidad del 98 % con respecto a la
secuencia de la mutante, previamente generada in silico utilizando el programa Serial
Cloner (Figura 11A). El hecho de no presentar un 100 % de identidad puede deberse a
la misma reaccion de secuenciacion, pues la calidad en las regiones inicial y final suele
ser baja. Ademas, al alinearla con la secuencia silvestre, sélo existe homologia en la
region previa al ATG del gen sco2582 (Figura 11B), ya que después de éste comienza
la secuencia del casete de resistencia. Con esta evidencia se confirma que el gen

aac(3)IV se insertd en el genoma de S. coelicolor en lugar del gen sco2582.

Score Expect Identities Gaps Strand

A _
1435 bits(777) 0.0 828/849(98%) 17/849(2%) Plus/Plus
Query 55 CCTAGGECTGEECCCGECTCEEEEGECGCARLGEACCECACALGEETTCGCARAGRCCGTA 114

LR rrer rerreerrnrrrerr e e el
Sbjct @ CCTRAGG-TGGEG-CCGGECTCEEEEEECECARAGEACCGCACARGEGETTCGCARMGRACCGTA 63

Query 115 cc—mcc—’rccm:—r:—rcncn.cCTACGCECATEEGEEAAEATTCCEEEGATCCC—TCEAC 174
Frrrrerererrrrreeerrrrrrerenrrrrrrennl Frrrrererrrrrernnnl
Sbjct 64 CGTACGTCCAGETCACACCTACGCGCATGEGEEALGAGATCATTCCGGEEATCCETCGAC 123

Query 175 CIGCAGITCGAAGTICCIATICICTAGAARGTATAGGRAACTTICGAAGTITICCCGCCAGCCT 234

LErrrrrrenrrnrrrerrrrrrenerer e e rrerrrrrrenrnnil
Sbjct 124 CIGCAGITCGRAGTITICCTIATTICICTAGARAGTATAGGRACTITCGRAGTITCCCGCCAGCCTI 183

Ruery 235 CGECAGAGCAGGATTCCCGITGAGCACCGCCAGETGCGRAATAACGGEACAGTGARGARGGAR 294
Lrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrrrerrrrrerr el
Shijct 184 CGECAGAGCAGGATTCCCGITGAGCACCGCCAGETGCGAATAAGGEACAGTGARGARGGRADR 243

Score Expect Identities Gaps Strand

H 174 bits{94) 4a-48 99/101{98%) 2/101{1%) Plus/Plus
Query 83 CCTRAGECTGEECCCEECTCEEEEEECECAR GEACCEGCACAACGEETTCGCARAGACCGTE 142
Sbict 6 COTARG-TGEE-CLBECTCECEEEECEtAlACEACCEtACARCEETICECARACACCETA 63
guery 143 CGTRACGTCCAGETCACACCTACGEC C—CFLTEEC—C—EAELC—A 183

Frerrrrrrrrrrrrrrnrr e e e e rrrnl
Sbijct &4 CeTRCGTCCAGGTCACRCCTACGCGCATGEEEGALGAGATE 104

Figura 11. Alineamientos realizados con blastn suite. A. Se muestra un fragmento de la
secuencia de la cepa mutante, generada in silico (Query), contra la secuencia de la cepa
mutante recibida de Laragen, Inc. (Sbjct). B. Se muestra un fragmento de la secuencia de la
cepa silvestre (Query) contra la secuencia de la cepa mutante recibida de Laragen, Inc. (Shjct).
En ambos casos se indica el ATG del gen sco02582 en un recuadro.
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Caracterizaciéon de la mutante Asc02582::aac(3)IV

Se realizaron prein6culos en medio NMMP, para evitar la interferencia de asimilacion
de fuentes de carbono que puede deberse a los componentes de los medios
complejos, y se suplementaron con glucosa y fructosa 27.75 mM. Se realiz6 una
cinética a 29 °C y 200 rpm, por triplicado, con el objeto de caracterizar la fase
exponencial de cada una de las cepas, asi como evaluar el crecimiento y la biomasa
alcanzada por cada una. En la Figura 12 se pueden observar las cinéticas de
crecimiento para ambas cepas, asi como una comparacion de la biomasa maxima
alcanzada para cada una. El resumen del analisis estadistico de estos datos puede
verse en la Tabla 6. De acuerdo con los resultados, puede afirmarse que no existe
diferencia significativa (p < 0.01) entre los valores de velocidad de crecimiento entre
ambas cepas, es decir, las cepas crecen a la misma velocidad. Sin embargo, no
alcanzan la misma biomasa méaxima, esto se confirma al verificar la diferencia
significativa (p < 0.01) entre los valores para ambas cepas, apreciandose una reduccion
de aproximadamente 50 % entre la biomasa de la cepa silvestre respecto a la mutante.
El valor de la mitad de la fase exponencial se calculé para tomar los cultivos en el

mismo punto de crecimiento en el experimento de comparacion fenotipica en medio

solido.
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Figura 12. Cinéticas de crecimiento para ambas cepas y comparacion de biomasa.
Izquierda. Se muestran las cinéticas de crecimiento en medio NMMP, determinadas por peso
seco, con el promedio y desviacion estandar, para las cepas silvestre (azul) y mutante (rojo).
Derecha. Se compara la biomasa maxima alcanzada por ambas cepas.
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Tabla 6. Caracteristicas cinéticas de crecimiento para las dos cepas.

Cepa Velocidad de crecimiento Mitad de la fase Biomasa maxima
(h?) exponencial (h) (mg/mL)
M145 0.0684 + 0.0089 28 3.440+0.269
Asco2582 0.0757 £ 0.0266° 20 1.707 £ 0.194°

aSin diferencia significativa respecto a la cepa silvestre (Prueba t para dos muestras desapareadas. p < 0.01)
b Diferencia significativa respecto a la cepa silvestre (Prueba t para dos muestras desapareadas. p < 0.01)

Cuantificacién de pigmentos

Ademas del crecimiento, también se evalud la produccion de antibiéticos coloridos al
punto final de la cinética, es decir, a las 72 h de crecimiento. Respecto a la cepa M145,
la mutante A2582 mostré6 una disminucion de 99.9 % para la produccion de
actinorrodina, y de 69.6 % para undecilprodigiosina (Figura 13), en ambos casos existe
diferencia significativa (Prueba t para dos muestras desapareadas. p < 0.01), es decir,
la eliminacién del gen sco2582 da como resultado una disminucion dréstica en la

produccion de antibiéticos en la cepa.
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Figura 13. Produccién especifica de actinorrodina y undecilprodigiosina a las 72 h.
Izquierda. Se observa que la produccién de actinorrodina se abate practicamente por completo
en la cepa mutante, al conservar unicamente el 0.1 %, respecto a la cepa M145. Derecha. La
produccion de undecilprodigiosina sélo llega a aproximadamente el 30 % en la cepa mutante

respecto a la cepa silvestre.
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Fenotipo en medio soélido

Para asegurar que las cepas se encontraban en el mismo estado de crecimiento, se
utilizaron preinoculos de ambas cepas y se tomo el micelo a las 28 y 20 horas, para la
cepa silvestre y mutante, respectivamente, tiempo correspondiente con la mitad de la
fase exponencial para cada cepa. Una vez lavado el micelio, se colocaron gotas de 10
pL de cada suspension (una por cada cepa) sobre una placa de agar y se incubaron a
29 °C. El medio donde se observo la mayor diferencia fenotipica al punto final (13 dias)
fue el medio NMMP (Figura 14) en el cual se puede apreciar como la cepa silvestre
presenta produccion de actinorrodina y undecilprodigiosina, pigmentos que confieren la
coloracion marrén a la colonia; a diferencia de la cepa mutante, en la que no existe
presencia de pigmentos difusibles. Ademas, la colonia de la cepa M145 parece
presentar esporulacién, al observarse un césped grisaceo en la superficie, lo cual

tampoco puede verse en la colonia de la cepa Asco2582.

M145 A2582

Figura 14. Caracterizacion fenotipica de ambas cepas en medio NMMP sélido. Puede
apreciarse la afectacion a nivel de produccion de pigmentos en la cepa mutante (Asco02582)
respecto a la cepa silvestre (M145).

Los resultados de caracterizacién en medio sélido corresponden con aquellos de
la caracterizacion en medio liquido, y son comparables, dado que las diferencias fueron
observadas en el mismo medio minimo (NMMP). En ambos casos se abatid la
produccién de actinorrodina, y se redujo de manera importante la de

undecilprodigiosina.
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Busqueda in silico de posibles proteinas blanco del producto de expresion del
gen sco2582

Con el fin de explicar los resultados obtenidos experimentalmente y basados en la poca
informacion que existe sobre el gen sc02582, se desarroll6 una busqueda in silico de
posibles proteinas blanco de la proteina SC0O2582. En primer lugar, se realizd un
alineamiento en BLAST para buscar proteinas homdlogas, y en Pfam para buscar
dominios o familias de proteinas a las que pudiera pertenecer la secuencia en cuestion.
La secuencia de aminoacidos del producto de expresion de sco02582 presentd
homologia (99 % de identidad) con una proteasa dependiente de zinc con funcion de
chaperona de Streptomyces lividans 1326. La proteina SCO2582 esta compuesta por
402 aminoacidos y, de acuerdo con la base de datos MEROPS, esta reportada como
una metaloendopeptidasa putativa de membrana con funcién desconocida. Por otro
lado, con Pfam, se encontré un dominio caracteristico de la familia de peptidasas M48
entre los residuos 75 y 272. Ademas, es sabido que las proteasas pertenecientes a
esta familia contienen el motivo HEXXH (Jongeneel et al., 1989), el cual fue encontrado
dentro de la secuencia de SC0O2582. Estas evidencias permiten identificar a SC0O2582

como parte de dicha superfamilia de peptidasas.

La proteina modelo de la familia M48 de peptidasas es la proteasa Ste24p, una
metaloproteasa dependiente de zinc que cataliza dos pasos proteoliticos para la
maduracion del factor a, el cual es una feromona peptidica involucrada en ciclo sexual
de S. cerevisiae. La primera protedlisis implica la eliminacién de la secuencia CAAX en
el extremo C-terminal y, posteriormente, un corte en el sitio STATA en el extremo N-
terminal. El motivo CAAX esta implicado en la modificacion postraduccional al adicionar
cadenas de isoprenoides a las proteinas que presentan la secuencia con el objetivo de
modular su funcién. La C corresponde con residuos de cisteina en el extremo C-
terminal, la A con residuos alifaticos y la X con cualquier residuo de aminoacido (Pryor
et al., 2013). No obstante, no se conoce mas sobre el sitio de corte en el extremo N-

terminal.

Tomando este mecanismo como modelo, ambos sitios fueron buscados dentro de

todas las proteinas presentes en S. coelicolor, por medio de la herramienta PROSITE,
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con el fin de identificar posibles blancos de SCO02582. Asi, se encontraron 13
candidatos para el motivo STATA (Tabla 7) y ocho para el motivo CAAX (Tabla 8). Sin
embargo, se decidi6 eliminar del analisis todas aquellas proteinas de las que no
existiera anotacion, tal es el caso de una proteina hipotética en el listado del motivo
CAAX (SCO3657) y tres en el del motivo STATA (SC02260, SC0O2260 y SCO5947).

Tabla 7. Posibles proteinas blanco para la proteasa SCO258 encontradas con PROSITE
para el motivo STATA.

Longitud

StrepDB  NCBI Ref Seq Anotacion (aa) STATA
SCO0315 NP_624642.1 Probable descarboxilasa 452 167 - 171:
SCO0599 NP_624911.1 Regulador de sig8 (SCO0600 Factor sigma sig8 de la RNA polimerasa) 309 2-6:
SCO0608 NP_624920.1 Regulador ScbR-like de unién a y-butirolactona (SIbR) en S. coelicolor 292 134 - 138:
SCO0766 NP_625069.1 [3-galactosidasa 1028 444 - 448:
SCO00927 NP_625225.1 Regulador transcripcional de la familia LysR 278 257 - 261:
SC02260 NP_626508.1 Proteina hipotética 265 2-6:
SCO3347 NP_627556.1 Proteina hipotética 285 26 - 30:
SC04265 NP_628437.1 Proteina integral de membrana 503 394 - 398:
SCO5913 NP_630031.1 Serin-proteasa (inhibe a STI) 411 108 - 112:
SCO5947 NP_630064.1 Proteina hipotética 465 386 - 390:
SCO06362 NP_630454.1 Sensor de dos componentes 429 174 - 178:
SCO6784 NP_630856.1 Proteina reguladora 223 9-13:
SCO6041 NP_733684.1 Protoporfirinégeno oxidasa 494 97 - 101:

Tabla 8. Posibles proteinas blanco para la proteasa SCO2582 encontradas con PROSITE
para el motivo CAAX.

StrepDB NCBI RefSeq Anotacion Secuencia corte CAAX
SCO01188 NP_625478.1 Proteina secretada (putativa) de unién a celulosa. CVAP
SCO01465 NP_625746.1 Proteina secretada (putativa). CGAV
SCO2064 NP_626324.1 Cadena alfa de la ADN polimerasa lll. CLAG
SCO02215 NP_626466.1 Sensor cinasa de un sistema de dos componentes. CVLS
SCO03657 NP_627851.1 Proteina hipotética. CGAP
SCO05206 NP_629353.1 Represor sensible a peréxido de hidrégeno. CAAA
SCO7225 NP_631281.1 Quitinasa secretada. CAAA
SCO7279 NP_631335.1 Posible proteina de union a ADN. CLAA

Llamo la atencion la secuencia de SCO5913, reconocida como una serin-proteasa

extracelular, dado que se encuentra asociada con la inactivacion del inhibidor de
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proteasas extracelulares (STI), lo cual conlleva a una afectacion en progreso del
desarrollo colonial (Kim et al., 2006).

Se sabe que las proteasas extracelulares producidas por bacterias Gram-positivas
son generadas inicialmente como precursores que contienen una extension en el
extremo amino terminal denominado péptido sefal, el cual es removido durante la
exportacién y maduracion de la proteina, y presentan un pro-péptido localizado entre el
péptido sefial y la proteina madura, es decir, se consideran pre-pro-proteinas
(Wandersman, 1989). Por este motivo, se utilizaron diversas herramientas
bioinforméaticas, tales como Phobius (Kall et al., 2004), SignalP 4.1 (Petersen et al.,
2011) y PSORTDb v. 3.0.2 (Yu et al., 2010), con el fin de buscar péptidos sefial dentro
de la secuencia de SCO5913. Los resultados indican que existe un péptido sefial en la

secuencia, y se encuentra entre los aminoacidos 1y 27 (Figura 15).

Normalmente, los péptidos sefial juegan un papel crucial en la translocacién del
precursor a través de la membrana citoplasmica bacteriana, y el pro-péptido parece
estar involucrado en el correcto procesamiento y plegamiento (Shimoi et al., 1992).
Ademas, se ha considerado que el procesamiento de las pro-proteasas para generar
proteinas maduras se lleva a cabo por medio de un proceso de autoprotedlisis, como
en el caso de la metaloproteasa neutral Npr de Streptomyces cacaoi (Chang and Lee,
1992). Sin embargo, la proteasa SC05913 tiene una baja similitud con otras proteasas
de Streptomyces (Kelemen and Buttner, 1998; Kim et al., 2006). Por tal motivo, y al
haber encontrado un posible sitio de protedlisis dentro de la secuencia, se propone que
la proteina SC0O5913 presenta un péptido sefial, y una pro-secuencia delimitada por el
sitio de corte STATA, tal como se muestra en la (Figura 15, parte superior) y que

SC02582, presumiblemente, corta en dicho sitio.

El presunto sitio de corte de SC02582 sobre SC0O5913 se encuentra en el sitio
STATA, justo después de la segunda treonina para dejar el péptido maduro libre y que
ejerza su funcién proteolitica sobre STI (Figura 15, parte inferior). Cabe resaltar, que
la capacidad de la proteina SC0O5913 para degradar a STI ha sido demostrada in vitro,
y se ha sugerido que el proceso de inactivacion de STI tiene consecuencias

importantes para la sincronizacion y la progresion del desarrollo (Kim et al., 2008).
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QITETNATVSYPGRTLTGMTWSTACDAPGDSGSGVYDGSTAHGILSGGPNSGCGMIHEPISRALADRGV
TLLAG

Figura 15. Representacion de la secuencia de SCO5913. En la parte superior se aprecia un
esquema que muestra la region del péptido sefial (PS; verde), el propéptido (PP; morado) y el
péptido funcional (PF; azul). En la parte inferior se observa la secuencia de la proteina con el
mismo cAdigo de colores, los posibles sitios de corte aparecen subrayados (ALAT y STATA).

Posible mecanismo de accion de SC0O2582

En este estudio se propone un mecanismo en el que SCO2582 se encuentra
involucrada en la maduracién de la proteina SC0O5913, la cual se produce como una
pre-pro-proteasa, por lo que debe ser madurada en dos eventos. El primero es la
eliminacién del péptido sefial, y el segundo podria ser la protedlisis llevada a cabo por
SC02582 (Figura 16).

En un reporte previo, SCO5913 fue identificada como sustrato del sistema
exportacién denominado Twin arginine translocation (Tat) (Schaerlaekens et al., 2004),
lo cual permite asociar la escision del péptido sefial con las peptidasas sefial de tipo |,
pues se sabe que sus sustratos son proteinas exportadas al compartimento
extracelular por medio de dicho sistema (Paetzel et al.,, 2002). Asi, una vez que el
péptido sefal es eliminado, SCO2582 podria participar en la protedlisis del pro-péptido
para liberar a SC0O5913 madura y que ésta pueda degradar a STI, lo cual tendria como
consecuencia que las colonias desarrollaran el micelio aéreo de forma eficiente. Por
otro lado, en el caso de la mutante que no tiene a SC02582, la accién de SC0O5913 se
veria abatida, por lo que STI no seria degradado de manera eficiente, con la

consecuente eliminacion de la cascada proteolitica, en detrimento tanto de la
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diferenciacion morfolégica como de la produccibn de ACT. Esto concuerda,
fenotipicamente, con los resultados obtenidos para la cepa Asco2582, en la que tanto
el crecimiento, la produccion de ACT y la diferenciacion morfolégica se encuentran

sumamente afectados.

Extracelular

/ Intracelular -\ Extracelular / Intracelular -\

scosen ) e e
\ l Degradacidn 'sk‘ i Degradacién

CLUBNAN STl -~

"' \ ; \

v W

o - DIFERENCIACION
(Polipébtide adicional en morods) 5
¢ PRDCUON DE DIFERENCIACION

- ACTINORRODINA INEFICIENTE
pipidotuncionst Rl L —  \ s, |
\ fozu)) / \ /

Figura 16. Mecanismo de accion propuesto para SC02582. Se aprecia del lado izquierdo la
cepa con SCO2582 funcional. El pre-pro-péptido es procesado para generar un pro-péptido.
Este es madurado, presuntamente, por SCO2582 en la membrana, y permite que SCO5913
activo ejerza su funcién proteolitica sobre STI, logrando que la diferenciacion morfolégica y
produccion de ACT sean eficientes. Del lado derecho, se observa la representacion de la cepa
Asc02582, en la cual el pro-péptido, presumiblemente, no es madurado por SC0O2582, lo cual le
impide ejercer su actividad sobre STI, provocando que tanto la diferenciacion morfolégica como
la produccion de ACT sean ineficientes.

Pre-pro-péptido
éptido sefial en verde)
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9. CONCLUSIONES

La interrupcion del gen sco2582 afecta negativamente el crecimiento de S.
coelicolor M145, tanto en medio liquido como en sélido, con glucosa y fructosa
(27.75 mM de cada uno) como fuentes de carbono.

En la cepa Asco2582 disminuye significativamente la produccion de pigmentos
modelo (ACT y RED) al punto final de las cinéticas realizadas.

Es posible que el producto de expresion del gen sco2582 participe en el
procesamiento proteolitico de la proteina SCO5913, pues la cepa Asc02582
presenta afectaciones en el fenotipo que pueden asociarse al sistema de STI.

PERSPECTIVAS

Comprobar la actividad proteolitica de SC02582 sobre SC05913 por medio de
la interaccion in vitro de ambas proteinas.

Obtener la cepa scar (reemplazo del gen por una cicatriz de 81 nucle6tidos) para
evaluar el fenotipo de la cepa sin el gen de resistencia a antibiético.

Observar el micelio aéreo, por medio de microscopia electrénica, para verificar si

existen cambios morfolégicos entre ambas cepas.
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11. ANEXOS

Las cepas de E. coli se cultivaron en medio LB, a menos de que se mencione un medio
distinto, suplementado con el antibiético correspondiente a 37 °C, 0 a 29 °C en el caso

de las cepas con el plasmido termosensible, y en agitacion a 200 rpm.

Para las cepas de S. coelicolor se utilizo el medio NMMP, para los cultivos
liquidos, a 29 °C y agitacion a 200 rpm. Para el caso de los cultivos sdlidos se utilizaron
los medios NA, MS, YM, R5, R2YE, MM y NMMP

Todas las cepas fueron almacenadas a -70 °C, en glicerol, al 50 % para las cepas
de E. coli, y al 10 % para las cepas de Streptomyces.

Medios de cultivo

LB (Lysogeny broth)

Difco Bacto Triptona 10g
Difco Extracto de levadura 5g

NacCl 10g
Agua destilada 1000 mL
2XYT (Yeast Extract Tryptone)
Difco Bacto Triptona 16 g
Difco Extracto de levadura 10 g
NacCl 50
Agua destilada 1000 mL

Sambrook et al., (1989)

YENB (Yeast Extract-Nutrient Broth)

Difco Extracto de levadura 7.5¢
Caldo nutritivo 8.0g¢
Agua destilada 1000 mL

MS (Manitol Soya Agar)

Harina de soya 20 g
Manitol 209
Agar 2049
Agua destilada 1000 mL

Hobbs et al., (1989)
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NA (Difco Agar Nutritivo)

Difco agar nutritivo 23 g
Agua destilada 1000 mL

YM (Yeast Extract-Malt Extract)

Difco Extracto de levadura 4.0g
Difco Extracto de malta 10g
Agua destilada 1000 mL

*Para YMG: con glucosa 555.5 mM

NMMP (Medio minimo liguido modificado)

(NH4)2S0a4 20g¢g
Difco casaminoacidos 50909
MgSOs4 - 7TH20 0649
Solucién de elementos traza 1.0mL
Agua destilada 800 mL

Al momento de usarse

NaH2PO4/Na2HPO4 (0.1 M) pH 6.8 150 mL
Fuente de carbono 50 mL
Inéculo de esporas Denso

Hodgson (1982)

Solucidén de elementos traza para NMMP

ZnS0s4 - 7TH20 1.0g
FeSO4 - 7TH20 10g
MnClz - 4H20 1.0g
CacClz anhidro* 10g
Agua destilada 1000 mL

*1.32 g CaClz - 2H20

MM (Medio minimo)

(NH4)2SO0a4 1.0g
K2HPO4 05¢g
MgSOa - 7TH20 0.2¢g
FeSO4 - 7TH20 0.01g
Agua destilada 950 mL

Ajustar a pH 7.0
Al momento de usarse
Fuente de carbono 50 mL

Se utiliz6 (NH4)2S04 (1 gLt) como fuente de nitrégeno para prevenir la confusién
causada por la utilizaciéon de la asparagina como fuente de carbono.
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Medio R5 modificado (sin sacarosa)

K2SO4 0.25¢
MgClz - 6H20 10.12 g
Glucosa (55.5 mM) 10g
Difco casaminoacidos 0.1g
Extracto de levadura 59
MOPS 219
Solucién de elementos traza 2 mL
Agar 229
Agua destilada 1000 mL

Ajustar a pH 6.8 con KOH 3M

Solucion de elementos traza para R5

ZnClz 40 mg
FeCls - 6H20 200 mg
CuClz - 2H20 10 mg
MnClz - 4H20 10 mg
Na2B4O7 - 10H20 10 mg
(NH4)6M07024 - 4H20 10 mg
Agua destilada 1000 mL
Medio R2YE

Sacarosa 103 g
K2SO4 0.25¢g
MgClz - 6H20 10.12 g
Glucosa (55.5 mM)

Difco casaminoacidos 0.1¢g
Extracto de levadura 59
MOPS 219
Solucién de elementos traza 2 mL
Agar 229
Agua destilada 1000 mL

Ajustar a pH 6.8 con KOH 3M

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

Medio SOB

Triptona 209
Extracto de levadura 5.0g
NacCl 05¢g
MgSOa4 anhidro 2449
KCI 186 mg
Agua destilada 1000 mL

Ajustar a pH 7.0 con NaOH

Para preparar el medio SOC (SOB + glucosa), adicionar una solucion de glucosa
filtrada para dar una concentracion final de 20 mM.
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Protocolo para la obtencion de células electrocompetentes de E. coli

1.Picar con un palillo una colonia de la cepa e inocular en 3 - 5 mL de medio YENB en
un tubo de 16 x 150 mm e incubar a 37 °C y 200 rpm toda la noche.

2.Inocular 50 mL de medio YENB contenido en un matraz bafleado de 500 mL con 250-
50 pL del cultivo saturado e incubar a 37 °C y 200 rpm.

3.Preparar las centrifugas a 4 °C. Asi como las camisas de la centrifuga, el agua, el
glicerol al 10 % y todos los tubos requeridos.

4.Las ceélulas pueden ser cosechadas entre 0.5-0.6 ODsoo Nnm. Antes de cosecharlas,
colocar el cultivo en hielo por 10 min. Pasar a tubos cénicos de 50 mL y
centrifugar a 6 800 x g / 10 min / 4 °C. Decantar para eliminar el medio.

5.Lavar el pellet con 5 mL de agua fria, centrifugar como en el paso anterior y decantar
el sobrenadante.

6.Resuspender el pellet en 5 mL de agua fria y pasar a microtubos de 1.5 mL,
centrifugar a 6 800 x g/ 3 min / 4 °C, y eliminar el sobrenadante con punta.

7.Realizar un lavado con 500 pL de glicerol al 10 % frio, centrifugar a 6 800 x g / 3 min /
4 °C, y eliminar el sobrenadante con punta.

8.Resuspender cada pellet formado con 30 uL de glicerol al 10 % frio para llegar a un
volumen final de 50 pL de suspension de células competentes.

9.Coloca en hielo seco hasta que se congelen y almacenar a -70 °C.

Precipitacion de ADN con fenol/cloroformo (1:1)

1.Si la reaccion es menor a 100 pL, completar hasta dicho volumen con agua.

2.Agregar 500 pL (o un volumen) de fenol-cloroformo y dar vortex 1 min.

3.CENTRIFUGAR: 14 000 x g/ 10 min / 4 °C.

4. Transferir la fase acuosa (superior) a un tubo limpio y

5.Repetir desde el paso dos hasta no observar interfase.

6.PRECIPITACION: agregar 0.1 volimenes de CH3COONa 3 M y un volumen de
isopropanol; o 0.1 volimenes de NaCl 1 M y 2.3-2.5 volumenes de EtOH

absoluto.
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7.Mezclar por inversién e incubar 30 minutos a temperatura ambiente (en el caso del

isopropanol), o a 4 °C (si se utiliza EtOH).

8.CENTRIFUGAR

9.Desechar el sobrenadante y resuspender el pellet en 200 uL de agua ultrapura.

10.
11.
12.

13.

PRECIPITACION

Lavar el pellet con 500 pL de EtOH 70 % y CENTRIFUGAR.

Desechar el sobrenadante y secar el pellet a temperatura ambiente o en speed
vac.

Resuspender el ADN en el volumen deseado.
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