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1. Resumen 

Las proteínas asociadas al nucleoide (NAPs) tienen un bajo peso molecular, en su mayoría 

básicas, con habilidad de unión a DNA; éstas contribuyen importantemente en la estructura 

del nucleoide y están involucradas en la compactación del cromosoma, donde están 

implicadas en la replicación, recombinación y en la regulación de la expresión génica. 

La proteína Lsr2 es una NAP de Mycobacterium tuberculosis de bajo peso molecular (12.1 

kDa). Se une al DNA preferentemente en regiones ricas en AT, y se encuentra involucrada 

en varios procesos celulares, incluyendo la biosíntesis de la membrana celular y funciones 

metabólicas en Mycobacterium smegmatis. Además, una mutante nula lsr2 en M. 

smegmatis muestra una morfología afectada de la colonia y reducción en la formación de 

biofilm. Por otra parte, el gen lsr2 de M. tuberculosis no puede ser deletado del cromosoma, 

sugiriendo que ese gen es esencial. 

La proteína Lsr2 no presenta similitud en secuencia ni estructural con las proteínas H-NS 

(Histone-like Nucleoid Structuing protein), pero presenta propiedades bioquímicas análogas 

y es funcionalmente intercambiable con H-NS de E. coli. Proteínas homólogas de Lsr2 se 

encuentran presentes en todos los genomas secuenciados de Mycobacterias, igual que en 

Actinobacteria, incluyendo el género Streptomyces. En el cromosoma de Streptomyces 

coelicolor hay dos copias de las proteínas Lsr2-like, codificadas por los genes sco3375 y 

sco4076, sin embargo, estas proteínas no han sido caracterizadas. Además, un dominio 

homólogo a Lsr2 se encuentra localizado en el extremo C-terminal de la proteína 

metiltransferasa SalI de S. albus, pero este dominio no se encuentra en metilasas de DNA 

homólogas.  

Nuestros resultados muestran que una de las proteínas Lsr2 en S. coelicolor, SCO3375 se 

encuentra asociada al nucleoide y tiene una contribución importante en la condensación y 

segregación del cromosoma durante la esporulación de Streptomyces. In vitro, las proteínas 

Lsr2 se unen al DNA de manera dependiente de la longitud e independiente de la secuencia, 

sin ninguna preferencia estructural aparente. Ambas proteínas de Streptomyces (SCO3375 

y SCO4076) muestran formación de estructuras homodiméricas en ensayos de cross-

linking. También observamos que el dominio Lsr2 presente en el extremo C-terminal de la 

metiltransferasa SalI de S. albus puede unirse al DNA de manera dependiente de la longitud 

del DNA.  

Sugerimos que el gen sco3375 es esencial para S. coelicolor, pero interesantemente no en 

S. lividans donde una mutante nula presenta una sobreproducción de antibióticos. Una 

mutante nula sco3375 en el cromosoma, pero con una copia extra del gen clonada en un 

plásmido integrativo de bajo número de copias (pIJ6902), presenta un nucleoide menos 

compacto respecto a la cepa silvestre de S. coelicolor M145, además de un aumento en la 

producción de esporas anucleadas en las cadenas de esporas. Esta cepa y la cepa mutante 

sco4076 son deficientes en la resistencia a calor y en la pigmentación de la espora, así 

como también más sensibles a detergentes.  
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 2. Introducción  

 2.1 Streptomyces. 

El género Streptomyces está constituido por bacterias filamentosas Gram-positivas, y 

pertenece al filo de las actinobacterias que presentan una morfología y un ciclo de vida 

complejo. La especie Streptomyces coelicolor es el estreptomiceto modelo y ha sido 

ampliamente estudiado a nivel molecular y genético. Su cromosoma es de topología lineal 

con un tamaño de 8.7 Mpb y con un contenido aproximado de 73% de G + C en el DNA 

(Bentley, 2002). Adicionalmente posee 3 plásmidos, SCP1 (lineal, 356 KB), SCP2 (circular, 

31 Kb), y SLP1 (17 Kb), el cual se encuentra integrado en el cromosoma.  La topología 

lineal del cromosoma no es común en bacterias, y solo otros cuantos géneros lo presentan, 

por ejemplo; Borrelia y Agrobacterium (Galperin, 2007).  

 

La molécula de DNA lineal del cromosoma de Streptomyces presenta una región centro o 

“core” la cual se extiende desde la posición ~1.5 Mb a 6.4 Mb, y se encuentra conservada 

dentro de las especies de Streptomyces (Ikeda et al., 2003; Choulet et al., 2006; Ohnishi 

et al., 2008). Es en esta región donde se localizan mayoritariamente los genes que 

codifican proteínas esenciales, tales como las involucradas en la replicación de DNA, 

transcripción, traducción, o división celular. La región central es flanqueada por dos brazos, 

en los cuales se localizan los genes que codifican normalmente para proteínas no 

esenciales, como las que intervienen en el metabolismo secundario (Kirby, 2011).  

 

 

2.2 Ciclo de vida de Streptomyces coelicolor.  

  

El ciclo de vida de Streptomyces se caracteriza por una progresión a través de distintas 

etapas diferenciadas. El ciclo inicia con la germinación de una espora. Los tubos 

germinales crecen por medio de extensión apical y se ramifican, llegando a formar redes 

densas de micelio vegetativo compacto. La depleción de nutrientes, y posiblemente otros 

estímulos desencadenan la formación de un segundo tipo celular; las hifas aéreas, las 

cuales emergen del micelio vegetativo. Las hifas aéreas también crecen por extensión 

apical, sin embargo, no se ramifican. La elongación de las hifas aéreas se detiene y 

comienza la septación dando como resultado la formación de cadenas de esporas. 

Coincidiendo con la septación, los cromosomas son condensados y segregados, en donde 

cada preespora recibirá una copia del cromosoma (McCormick, 2012). 

 

Cada preespora debe madurar, culminando en el ensamblaje de una gruesa pared, lo cual 

significa una remodelación del peptidoglicano original (Haiser, 2009), también se realiza la 

protección del nucleoide con la asociación de proteínas (Facey, 2009) y la formación de 

un pigmento que recubre las esporas, el cual es de color gris en S. coelicolor. 

Posteriormente las esporas individuales son liberadas en el ambiente.  

  

La diferenciación del micelio vegetativo al micelio aéreo coincide con la síntesis de los 

metabolitos secundarios, de los cuales muchos presentan actividad antibiótica. El análisis 

de la secuencia del cromosoma de S. coelicolor ha permitido la identificación de al menos 
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29 agrupamientos o “clústers” de genes (aproximadamente el 4.5 % del genoma) 

relacionados con la biosíntesis de enzimas del metabolismo secundario (Liu, 2013). Tres 

de los clústers mencionados se conocían antes de la secuenciación del genoma y 

corresponden a las rutas biosintéticas de los antibióticos actinorrodina (ACT) el cual da el 

color azul característico del organismo, undecilprodigiosina (RED) de color rojo y el 

antibiótico dependiente de calcio (CDA). S. coelicolor A3(2) produce además un antibiótico 

denominado metilenomicina cuyos genes biosintéticos están localizados en el plásmido 

SCP1 (Bentley et al., 2002; Bentley et al., 2004: Yepes, 2011). 

 

2.3 Dinámica del DNA durante la esporulación de S. coelicolor.  

  

En la mayoría de los casos, las bacterias unicelulares contienen una copia del cromosoma 

circular empaquetado dentro de un nucleoide, y la replicación del DNA, la condensación 

del cromosoma y la segregación, ocurren simultáneamente (Hirano, 2002). Las proteínas 

asociadas al nucleoide involucradas en estos procesos, han sido ampliamente estudiadas 

en organismos como E. coli y Bacillus subtilis (Errington, 2003), pero no así en organismos 

de desarrollo complejo como Streptomyces.   

 

Durante el desarrollo de Streptomyces ocurren cambios en la estructura del nucleoide. En 

el micelio vegetativo los nucleoides son grandes y heterogéneos, con alrededor de una 

docena de cromosomas por cada compartimento celular de las hifas vegetativas. Más 

tarde, en el micelio aéreo existen nucleoides grandes y elongados que se encuentran en 

múltiples copias en los compartimentos (Hopwood & Glauert, 1960). Después del inicio de 

la constricción de los septos, aproximadamente 50 copias del cromosoma lineal son 

alineados a través de la célula septante, y de esta manera se distribuye el DNA de manera 

equivalente en las esporas (Ditkowski et al., 2010). 

 

 2.4 Proteínas asociadas a nucleoide.  

  

Debido a la acción combinada de varios factores, las bacterias compactan su DNA en una 
estructura condensada, aunque dinámica. La organización del nucleoide está mediada a 
través del agrupamiento molecular y la función de varias proteínas. Estas proteínas 
incluyen las topoisomerasas, las RNA polimerasas, y también las proteínas asociadas al 
nucleoide (NAPs).  
  

Las proteínas asociadas a nucleoide, se unen mayoritariamente al DNA de manera 

inespecífica, aunque algunas se unen a regiones específicas. Se ha evidenciado que 

existen uniones preferenciales a secuencias ricas en AT, un ejemplo de éstas son las 

secuencias promotoras. Típicamente cubren de 10 a 30 pb de DNA en los sitios de unión, 

deformando localmente el DNA, dependiendo de la NAP en particular.   

  

El impacto dentro del nucleoide se debe a que pueden modular la estructura dinámica y 

contribuyen en la compactación del mismo a través de flexión, formación de puentes y 

empaquetamiento del DNA cromosomal. La formación de puentes es relevante no sólo 

para la compactación del DNA, sino también en la regulación de la transcripción.   
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Azam en 1999 describió que la abundancia de NAPs varía con respecto a la fase de 

crecimiento en E. coli. Durante el crecimiento exponencial las NAPs más abundantes 

incluyen a FIS (Factor for Inversion Stimulation), StpA (Suppressor of td mutant phenotype 

A), H-NS (Histone-like nucleoid-structuring protein), e IHF (Integration host factor). 

Durante la fase estacionaria o de privación nutricional, los niveles de NAPs decaen, 

mientras que Dps (DNA-binding protein from starved cells) e IHF incrementan y son las 

proteínas más abundantes en el nucleoide. Debido a su alta abundancia intracelular y a 

sus propiedades de unión al ADN, se cree que estas cuatro proteínas son los elementos 

más importantes en la organización y compactación del cromosoma bacteriano.  

 

En un estudio proteómico de las proteínas de unión al nucleoide en Streptomyces, 

Bradshaw (2013) determinó que la abundancia de las NAPs; HU (Histone-like 

proteins Escherichia coli U93), Dps y H-NS-like se correlaciona con la abundancia de E. 

coli.  

2.5 Condensación del cromosoma durante la esporulación de S. coelicolor. 

  

Después de la segregación del cromosoma y la septación, el DNA dentro de las 

preesporas se condensa. Las proteínas asociadas al nucleoide (NAPs) desempeñan un 

papel importante dentro de este proceso, y al menos 4 clases de estas proteínas se han 

estudiado en S. coelicolor; SMC (structure maintenance of chromosomes), HU, IHF, Dps.  

 

Las SMC son proteínas que se encuentran en eucariontes, procariontes y arqueas, y su 

función está involucrada en la organización del cromosoma. Las proteínas SMC, ScpA y 

ScpB de S. coelicolor comparten identidad extensa con proteínas ortólogas de otras 

bacterias. Los 3 genes codificantes de las proteínas están presentes en todas las cepas 

de Streptomyces secuenciadas. Probablemente, el complejo SMC/ScpA/ScpB 

interacciona de manera inespecífica con el DNA, y cuando los complejos interaccionan 

entre ellos provocan la condensación.La proteína no es esencial, pero mutantes nulas de 

SMC generan efectos en la compactación del nucleoide, y además exhiben efectos en la 

segregación del cromosoma, formando 7% más de esporas anucleadas en comparación 

con la cepa silvestre. Esto es similar a otras especies bacterianas como B. subtillis o 

Caulobacter crescentus. Además, mutantes nulas de estos genes presentan mayor 

susceptibilidad al daño al DNA por diversos agentes y una menor resistencia a la 

temperatura (Dedrick et al., 2009; Kois et al.,2009). 

 

Las HU son proteínas de peso molecular pequeño y cargadas positivamente. E. coli y 

Salmonella poseen 2 homólogos (HUα y HUβ). Los homodiméros HUα/α predominan en la 

fase vegetativa de crecimiento, y los heterodiméros HUα/β aumentan su expresión durante 

la fase estacionaria o choque térmico. Las proteínas HU se unen preferencialmente a DNA 

estructuralmente curvado más que a una   secuencia especifica (Shimizu, 1995). 

 

S. coelicolor codifica dos proteínas HU-like (Bentley et al., 2002): HupA (SCO2950) y HupS 

(SCO5556). La expresión de HupA se detecta predominantemente durante el crecimiento 
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vegetativo, mientras que la expresión de HupS se induce durante el desarrollo de las hifas 

áreas y la esporulación, donde tiene un papel en la compactación del nucleoide en la 

espora (Salerno, 2009). Mutantes hupS presentan una menor pigmentación respecto a la 

cepa silvestre y son más sensibles al calor, mientras que una cepa ΔhupA de S. lividans 

tiene un crecimiento más lento en medio líquido (Yokoyama et al., 2001). 

 

El IHF fue una proteína originalmente identificada por estar involucrada en la integración 

del fago λ en E. coli. Posteriormente se determinó su participación en la expresión genética 

y la recombinación sitio-especifica (Haniford, 2006). La proteína IHF presenta dos 

subunidades, IHFα e IHFβ.  La interacción de IHF con el DNA se establece por las cargas 

positivas que recubren la superficie de la proteína y, aunque se ha establecido la existencia 

de una secuencia consenso de unión al DNA (Ali et al., 2001), esta unión también puede 

ser inespecífica.  

 
S. coelicolor presenta una proteína equivalente funcional, sIHF. Una cepa mutante en sihf 
presenta defectos en la compactación del cromosoma, en la segregación y en la producción 
de antibióticos.  En ensayos in vitro se ha determinado que la unión al DNA se realiza de 
manera secuencia inespecífica, y además la afinidad de la proteína sIHF al DNA está 
determinada por la longitud del mismo y no por la secuencia (Swiercz et al., 2013). 
 
Las Dps tienen un papel importante en el proceso de asociación al nucleoide 

comprimiéndolo y protegiéndolo de posibles daños, cuando las células se encuentran en 

un ambiente de presión o esporulación (Karas, 2015).  Las proteínas Dps se encuentran en 

casi todas las bacterias. Son proteínas de aproximadamente 19 kDa.  Se unen al DNA de 

manera inespecífica, y pueden causar un alto grado de compactación lo cual contribuye a 

la protección del DNA. S. coelicolor presenta 3 homólogos a las proteínas Dps; DpsA, DpsB, 

DpsC relacionadas cercanamente al desarrollo. Estas proteínas, aunque conservan una 

estructura cuaternaria similar, difieren en la composición de sus aminoácidos. En 

experimentos in vitro se ha mostrado que la proteína DpsB no forma complejos 

oligoméricos. La diferencia en la longitud y la composición de aminoácidos de las tres 

proteínas refleja la diferencia en la función de las proteínas. Algunas condiciones de estrés, 

estimulan la expresión de las proteínas Dps.  Hay diferencias en la prevalencia de las 

proteínas en Streptomyces, siendo DpsB la más común dentro del género Streptomyces 

(Facey, 2009).  

 
 

2.6 La familia de proteínas H-NS.  

  

Los miembros de la familia de las proteínas H-NS se encuentran ampliamente distribuidos 

en bacterias Gram-negativas. A diferencia de varias proteínas asociadas al nucleoide, la 

proteína H-NS presenta un punto isoeléctrico neutro, pero contiene regiones donde las 

cargas de los aminoácidos permiten la interacción con el DNA. Las proteínas están 

involucradas en la regulación de la transcripción génica, el silenciamiento de genes 

adquiridos lateralmente y también en el empaquetamiento del DNA.  La unión de H-NS se 

realiza de manera secuencia-independiente, pero reconoce el DNA curvo y 

preferentemente a regiones ricas en AT (Lim, 2012).  
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La proteína H-NS presenta 3 componentes estructurales; un dominio de dimerización/ 

oligomerización N-terminal, un dominio C-terminal con capacidad de unión a ácidos 

nucleicos, y una región flexible entre ambos, lo que permite la actuación de forma 

independiente de ambos dominios (Esposito, 2002). El dominio de oligomerización es una 

región bastante conservada dentro de los distintos miembros de la familia de proteínas H-

NS, sin embargo, su grado de conservación es inferior al dominio C-terminal de unión a 

ácidos nucleicos.  

 

Es interesante remarcar que existen otras especies bacterianas donde no es posible 

caracterizar el papel regulador de H-NS ya que se considera esencial el gen hns, por 

ejemplo, en Proteus mirabilis (Wirjon et al., 2016) o Bordetella bronchiseptica (Goyard y 

Bertin,1997). Varias proteínas de la familia H-NS se han descrito tales como StpA de E. 

coli, MvaT y MvaU de Pseudomonas aeruginosa, y también Lsr2 en Mycobacterium 

tuberculosis (Lim, 2012; Winardhi, 2014).  

 

El gen Rv3597 de M. tuberculosis codifica la proteína Lsr2 la cual es una proteína análoga 

funcional de H-NS. Lsr2 no presenta identidad de secuencia con H-NS de E. coli. El dominio 

de oligomerización de H-NS es alargado y completamente helicoidal, el dominio 

equivalente de Lsr2 es globular y está compuesto en su mayor parte por láminas β 

(Summers, 2012).  El dominio C-terminal de H-NS no comparte ninguna homología 

estructural con Lsr2, excepto un motivo corto que está involucrado en la interacción con el 

DNA rico en AT (Gordon, 2008; Gordon, 2010).  

  

Adicionalmente, las proteínas H-NS y Lsr2 intercalan un loop específico de la proteína en 

el surco menor del DNA. Para H-NS este loop está contenido en su motivo canónico 

(TWTGX1GX2X3P), donde la secuencia X1GX2 (normalmente QGR) forma una estructura 

conocida como “AT-hook” (Teramoto, 2010). La proteína Lsr2 también intercala un AT-hook 

(secuencia RGR) en el surco menor del ADN rico en AT (Uyar, 2009).  

  

Dado que carecen de identidad en sus secuencias, se ha sugerido que los orígenes de 

Lsr2 y H-NS son distintos y sus similitudes funcionales son el resultado de evolución 

convergente. A pesar de su falta casi completa de similitud de secuencia o estructural, H-

NS y Lsr2 son funcionalmente intercambiables y hns puede complementar el fenotipo de 

mutaciones lsr2 en M. smegmatis y viceversa (Gordon, 2008; Gordon, 2011).  

  

  

2.7 La proteína Lsr2 de Mycobacterium tuberculosis.  

Lsr2 (leprosy serum reactive clone 2) se identificó inicialmente como un potente antígeno 

para las células T, en una búsqueda de clonas positivas que reaccionaran con los sueros 

de pacientes con lepra (Laal, 1991).  

 

La proteína Lsr2 tiene un peso molecular de 12.5 kDa (112 aa) y se encuentra conservada 

en el orden Actinobacteria (Gordon et al., 2008).  Fue descrita como una proteína de unión 

a DNA en 2007 en un estudio de regulación transcripcional de tolerancia a fármacos, en M. 
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tuberculosis H37Rv (Colangeli et al., 2007). En otro estudio bioquímico, la interacción de 

Lsr2 con DNA dio evidencia de que Lsr2 se une de manera no especifica al DNA (con gran 

preferencia por secuencias ricas en AT), además de formar complejos largos con el DNA 

conforme el tamaño del DNA aumentaba, y no presentó una unión preferencial a DNA curvo 

o no curvo, lo cual la diferencia de H-NS. (Chen et al., 2006). Sin embargo, también existe 

evidencia que Lsr2 forma puentes entre el DNA.   

 

Los ortólogos de Lsr2 se encuentran presentes en todos los genomas secuenciados del 

género Mycobacterium. Los homólogos de Lsr2 también están presentes en otros 

actinomicetos tales como Streptomyces, Nocardia y Rhodococcus (Chen et al., 2006).  

 

Una mutante lsr2::Tn de M. smegmatis muestra una morfología alterada de sus colonias y 

es defectuosa en la biosíntesis de micolil-diacilgliceroles. Además, se produce una elevada 

cantidad de otros lípidos de la pared celular, los glicopéptidolipidos. Esto sugiere que Lsr2 

está involucrado en la biosíntesis de los lípidos micobacterianos de la pared celular y los 

fenotipos asociados con las mutaciones lsr2, como la formación de biopelícula y la 

motilidad de deslizamiento, son probablemente las consecuencias de la alteración de la 

composición de la pared celular (Chen, 2006; Kocíncová, 2008). 

  

La mayoría de las actinobacterias tiene sólo una proteína homóloga a Lsr2. Sin embargo, 

en algunos casos este número es mayor, como en Rhodococcus jostii RHA1 y 

Amycolatopsis mediterranei S699, que tienen 9 y 7 proteínas similares a Lsr2, 

respectivamente (Pérez-Rueda et al., 2015).  

 

El genoma de Streptomyces es particularmente grande y codifica una alta proporción de 

reguladores transcripcionales en comparación con otras especies por lo que es posible 

que también contenga más NAPs: la duplicación de genes dentro de este linaje ha 

generado 2 parálogos de HU, 2 de Lsr2 y 3 de Dps (Facey et al., 2009).  

 

2.8. Las proteínas Lsr2 en Streptomyces coelicolor.  

Los genes lsr2 se encuentran ampliamente distribuidos en todos los genomas 

secuenciados de Streptomyces, los cuales presentan las dos copias. La abundancia de las 

proteínas Lsr2 también se presenta en los genomas secuenciados de algunos actinofagos. 

Como se mencionó anteriormente en el genoma de S. coelicolor existen dos genes 

parálogos que codifican proteínas Lsr2: sco3375 y sco4076.   
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2.8.1 SCO3375. 

 

Bradshaw (2013) identificó un conjunto de 24 proteínas con una alta probabilidad de unión 

a DNA, basándose en los criterios de abundancia (Ishihama, 2005) y en la predicción de 

unión a DNA (puntuación de DNAbinder, (Kumar, 2007)). Entre las proteínas identificadas, 

la proteína SCO3375 se observaba de manera relativamente abundante, pero en cantidad 

menor a las proteínas sIHF o HupA, además de encontrarse en cantidades menores a lo 

esperado para las proteínas H-NS. Sin embargo, esto pudo deberse a las condiciones en 

las que fueron probadas. 

 

Kim (2015), identificó factores de transcripción que pueden controlar directamente la 

transcripción de los genes ssg específicos de esporulación, por medio de ensayos de 

captura de afinidad de DNA (Park, 2009). Utilizando cebos biotinilados de ADN 

correspondientes a las regiones promotoras de los genes ssgA, ssgB, ssgG y ssgR 

determinaron que SCO3375 se unía al fragmento promotor ssgB. La proteína SsgB es 

responsable de reclutar a FtsZ a la pared de las hifas que se van a convertir en esporas 

para comenzar la división celular esporogénica (Noens et al., 2005). 

  

La proteína SCO3375 posee 55.45% de identidad a nivel de secuencia de aminoácidos 

con Lsr2 de M. tuberculosis. En la secuencia se observa que contiene la secuencia RGR 

que está involucrada en la unión a DNA en Lsr2, como ya se mencionó (Figura 1). Consta 

de 111 aminoácidos, y tiene un peso molecular de 11.7 kDa, con un pI de 6.8.  

 

 

 

  
 

Figura 1. Secuencia de aminoácidos de SCO3375. Se muestra la secuencia de la proteína 

y la predicción de estructura secundaria obtenida por PHYRE2 así como la posición del 

AT-hook. 
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2.8.2 SCO4076. 

  

SCO4076 es una proteína de 11.6 kDa (105 aa), posee una identidad de 47.62% con Lsr2 

de M. tuberculosis. Su pI es 9.5 mostrando una notable diferencia con SCO3375 en cuanto 

a las características de sus aminoácidos. En la Figura 2, se observa que también cuenta 

con el segmento AT-Hook. SCO3375 y SCO4076 tienen un porcentaje de identidad de 

52.38%.  

 

Figura 2. Secuencia de residuos de aminoácidos de SCO4076 Se muestra la secuencia 

de la proteína y la predicción de estructura secundaria obtenida por PHYRE2 así como la 

posición del AT-hook. 

 

2.9 Dominio Lsr2 C-terminal en la metilasa M.SalI de Streptomyces albus 

Streptomyces albus es uno de los estreptomicetos más ampliamente distribuidos 

geográficamente, el cual presenta un crecimiento relativamente rápido y ha sido empleado 

como modelo de expresión heteróloga de clúster de productos naturales (Seipke,2015). 

M.SalI es una proteína de S. albus G, la cual forma parte del sistema de modificación-

restricción de tipo II, el cual está conformado por los genes salR y salM que codifican para 

la endonucleasa de restricción SalI y la metiltransferasa M.SalI (Rodicio et al., 1988).  La 

metilasa M.SalI se compone de 587 aminoácidos y tiene un peso molecular de 

aproximadamente 64 kDa. Esta enzima modifica adeninas en la secuencia 5’-GTCGAC-3’.  

En la enzima M.SalI se encontró un dominio Lsr2 en el extremo C-terminal, el cual solo se 

presenta en las enzimas relacionadas. En otras metiltransferasas SAM-dependientes no 

se encuentra este dominio C-terminal homólogo a Lsr2. De igual forma se observa la 

presencia del dominio RGR, además se tiene reportado que la sustitución R86A en M. 

smegmatis no restituye el fenotipo silvestre, mostrando una actividad de unión a DNA 

defectuosa, e inhibe la actividad nativa de Lsr2 (Chen, 2006). En la Figura 3 se puede 

observar que este aminoácido se mantiene conservado en la metilasa SalI, lo cual sugiere 

que el dominio podría ser funcional. 

 
Figura 3. Alineamiento del dominio Lsr2 de M.SalI y proteínas Lsr2 de M. tuberculosis, M. 

leprae y M. bovis. 
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 3. Antecedentes 
  

Gómez, D. (2015) clonó, expresó, purificó y analizó la actividad in vitro de la 

metiltransferasa M.SalI, siendo ésta la única metilasa que mostró actividad in vitro de  3 

enzimas analizadas (M.SphI y M.SacI no mostraron actividad). Al analizar la secuencia y 

encontrar un dominio Lsr2 C-terminal, con base en estos resultados se sugirió que este 

dominio fuera importante para la actividad de la enzima, por lo cual se realizó una deleción 

de la porción final del gen salM que codificael dominio Lsr2.  

El fragmento resultante salMlsr2 se clonó y expresó en E. coli. La metiltransferasa 

silvestre M.SalI y la metiltransferasa mutante M.SalILsr2 se purificaron y se realizaron 

pruebas de actividad in vitro. Estos consistieron en incubar al plásmido pSET152 (no 

metilado) con 4 µg de las metiltransferasas en presencia de S-adenosil metionina (SAM), 

y posteriormente el plásmido se precipitó y se digirió con la enzima de restricción SalI para 

determinar el grado de metilación (Figura 4).  

         

  

Figura 4. Actividad de metilación por las enzimas M.SalI silvestre y la mutante 

M.SalILsr2.  Como control se observa el plásmido sin tratar con la metilasa, es decir, no 

metilado (-), ni digerido con la enzima de restricción SalI (R). El siguiente carril muestra 

al plásmido sin metilar (-) digerido con SalI (R). El resto de los carriles corresponden al 

plásmido tratado con metilasa (M, Silvestre o Mutante) y digerido con SalI (R). 
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En la figura 4 se observa que la metiltransferasa M.SalI silvestre sí fue capaz de  metilar 

los sitios de reconocimiento de la endonucleadas SalI, ya que la enzima de restricción fue 

incapaz de digerirlo. Por otro lado la metilasa M.SalILsr2  no fue capaz de metilar 

completamente al plásmido, ya que el DNA sí fue digerido (la digestión parcial observada 

podría indicar que la metilasa mutante si conservó un poco de actividad de metilasa). Estos 

resultados preliminares sugieren que el dominio Lsr2 de la metilasa M.SalI es necesario 

para la actividad completa de esta enzima.  

Con estos resultados preliminares nos interesamos en estudiar las características de las 

proteínas Lsr2 de S. coelicolor, así como del dominio Lsr2 de la metilasa M.SalI.   
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4. Justificación  

Durante las primeras etapas en el desarrollo de S. coelicolor, el DNA cromosomal no se 

encuentra condensado y se localiza disperso en las hifas multinucleoides. Al inicio de la 

esporulación, en las hifas aéreas se lleva a cabo la compactación y segregación del DNA, 

resultando en una distribución uniforme de los cromosomas en las esporas. Las proteínas 

asociadas al nucleoide involucradas en este proceso, se conservan en actinobacterias, sin 

embargo, pueden variar de las que se encuentran en otras bacterias (por ejemplo; E. coli). 

 

Streptomyces no codifica para proteínas IHF, FIS, o H-NS, las cuales se encuentran en 

bacterias Gram-negativas como E. coli.  Sin embargo, proteínas funcionalmente 

equivalentes podrían desempeñar las mismas funciones. Particularmente, este es el caso 

de las proteínas SCO3375 y SCO4076, las cuales son homólogas de Lsr2 de 

micobacterias, la cual se ha demostrado es una proteína análoga funcional de H-NS.   

Estas proteínas Lsr2 de S. coelicolor no han sido caracterizadas, por lo que pueden 

representar un interesante modelo de estudio de NAPs, dado el complejo ciclo de vida de 

este organismo.  

 

 

 

5. Hipótesis  

• Los genes sco3375 y sco4076 son redundantes.  

• La participación de las proteínas Lsr2 codificadas por estos genes ocurre 

principalmente en la compactación/ segregación del cromosoma. 

• El dominio carboxilo-terminal Lsr2 de la metilasa M.SalI es funcional y capaz 

de formar complejos DNA-Proteína.    

.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

13 

 

6. Objetivos  

1. Evaluar la funcionalidad de los genes sco3375 y sco4076. 

 1.1 Construir mutantes sencillas de los genes sco3375 y sco4076 en S. coelicolor, así 

como una mutante doble. 

 1.2 Evaluar el efecto fenotípico de las mutaciones sobre la viabilidad y la 

esporulación.  

2. Caracterización de las proteínas SCO3375, SCO4076 y del Dominio Lsr2 de la metilasa 

M.SalI. 

 2.1 Clonar, expresar, purificar las proteínas SCO3375, SCO4076 y el dominio Lsr2 de 

M.SalI.  

 2.2 Realizar ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA) utilizando las 

proteínas purificadas.  
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7. Materiales y métodos  

  

7.1 Cepas, plásmidos y oligonucleótidos usados en el trabajo 

 

Tabla 1. Cepas de E. coli y Streptomyces. 

   

Cepa Descripción Referencia 

E. coli 

DH5a  F-endA1glnV44thi-    

1recA1relA1gyrA96deoR nupG 

Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-

argF)U169, hsdR17(rK-mK+), λ– 

Grant,1990  

IBEC58  Δdam Δdcm ΔhsdRMS derivada de 

BW25113. 

Obtención de DNA no metilado. 

González-Cerón  et al ., 2009 

BL21 Rosetta 2TM  F- ompT hsdSB(rB
- mB

-) gal 

dcm (DE3) pRARE2 (CamR). 

Expresión de proteínas. 

Novagen 

Rosetta-gami 2 Δ(ara-leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA 

PvuII phoR araD139 ahpC galE galK 

rpsL(DE3) 

F′[lac+ lacIq pro] gor522::Tn10 

trxB pRARE2 (CamR, StrR, TetR)  

Expresión de proteínas. 

Novagen 

ET12567/pUZ8002  dam-13::Tn9  dcm-6 hsdM CmR  

DNA no metilado, conjugaciones 

intergénicas. 

Paget et al.,1999  

BT340  DH5 con el plásmido de 

recombinación FLP.   

(pCP20) 

Datsenko & Wanner, 2000 
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Tabla 2. Plásmidos y cósmidos utilizados en este trabajo. 

Plásmido  Descripción Referencia 

pET28a Vector de expresión, 6His, KanR  Novagen 

pET28-sco3375 sco3375 clonado en el vector 

pET28a, poniendo la etiqueta de 

histidinas en el extremo carboxilo. 

Este Trabajo 

Streptomyces 

S. coelicolor  M145  A3(2) SCP1-, SCP2 Hopwood et al., 1985  

S. coelicolor    M145                 

(6902(H)+sco3375) 

Plásmido integrativo pIJ6902 con el 

gen sco3375 clonado. 

 Este trabajo 

S. coelicolor Δsco4076  Derivada de S. coelicolor M145 con 

el gen sco4076 deletado.  

Este trabajo.  

S. coelicolor Δsco3375  Derivada de S. coelicolor M145 

(6902(H)+sco3375) con el gen 

sco3375 en el cromosoma deletado. 

Con el piJ6902+sco3375 

Este trabajo 

S. lividans 1326  SLP1+ SLP2+ Hopwood et al., 1983  

S. lividans 1326  

ΔSli_3719  

Derivada de S. lividans 1326 con el 

gen sli_3719 deletado.  

Este trabajo 
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pET28-sco4076 sco4076 clonado en el vector 

pET28a, poniendo la etiqueta de 

histidinas en el extremo carboxilo. 

Este Trabajo 

pET28-DomLsr2 Dominio Lsr2 de la metiltransferasa 

Sall clonado en el extremo carboxilo.  

pET28a, poniendo la etiqueta de 

histidinas en el extremo carboxilo. 

Este Trabajo 

pET28-sco3375NE sco3375 clonado en el vector 

pET28a, poniendo la etiqueta de 

histidinas en el extremo amino. 

Este Trabajo 

pET28-sco4076NE sco4076 clonado en el vector 

pET28a, poniendo la etiqueta de 

histidinas en el extremo amino. 

Este Trabajo 

pET28-DomLsr2NE Dominio Lsr2 de la metiltransferasa 

Sall clonado en el vector pET28a, 

poniendo la etiqueta de histidinas en 

el extremo amino. 

Este Trabajo 

pET28-SalIM salM clonado en el vector pET28a, 

poniendo la etiqueta de histidinas en 

el extremo amino. 

Este Trabajo 

pET28-SalIMΔlsr2 salM sin el dominio Lsr2 clonado en 

el vector pET28a, poniendo la 

etiqueta de histidinas en el extremo 

amino. 

Este Trabajo 

pBlueScript IISK Vector de clonación en E. coli. Alting-Mees et al., 1989. 

pIJ6902 ApraR, promotor tipA, sitio att del 

fago phiC31, en el cromosoma de 

Streptomyces.  

Inducible por tioestreptón. 

Huang et al., 2005  
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pIJ6902(H) HygR, promotor tipA, sitio att del fago 

phiC31, en el cromosoma de 

Streptomyces. 

Este trabajo 

pIJ773 aac(3)IV(apraR ) + oriT Gust et al., 2003 

StD25 Cósmido derivado de SuperCos 1, 

KanR ApraR, con un fragmento del 

cromosoma de S. coelicolor A3(2) 

que incluye el gen sco4076. 

Redenbach et al., 1996 

StE94 Cósmido derivado de SuperCos 1, 

KanR ApraR, con un fragmento del 

cromosoma de S. coelicolor A3(2) 

que incluye el gen sco3375. 

Redenbach et al., 1996 

pIJ790 Plásmido de recombinación de 

lambda RED inducible por L-

arabinosa, CmR; replicación sensible 

a temperatura. 

Gust et al., 2003 

 

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 

Oligonucleótido  Secuencia  Sitios de corte  

SCO3375Forward 

(mutación sco3375)  

5'-CCCCCggCCCTCAAgTTATCgATgAAAggAAATCCggTgA 

TTCCggggATCCGTCGACC-3'  

  

  

SCO3375Reverse 

(Mutación sco3375)  

5'-CggCCgATggCgCCgCCggTggCgggggTCgggTgATCATGT 

AggCTggAgCTgCTTC-3'  

  

SCO4076Forward  

(Mutación sco4076)  

5'-TCATCgCggAgATgCCgCACgAAgggACCgATATTCgTgAT 

TCCggggATCCgTCgACC -3'  

  

SCO4076Reverse 

(mutación sco4076)  

5'-CgCTCCCgCCggACACCggCTCgCCTCgCgCACggCTCAT 

gTAggCTggAgCTgCTTC-3'  

  

  

SCO3375UP  5’-ATAACAAgggACggCgATAC-3’    
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(Verificación de la 

mutación sco3375)  

  

SCO3375Down  

(verificación de la 

mutación sco3375)  

5’-AACCgCCCTggATCTCgT-3’  

  

  

SCO4076UP  

(verificación de la 

mutación sco4076)  

5’-CCCAATTACAggCGAACAgT-3’  

  

  

SCO4076Down  

(verificación de la 

mutación sco4076)  

5’-ggCgTgCTCCAgACTTTAg-3’  

  

  

Lsr2DomSalMNcoI  5’-ggggCCATggTACATAAAgCCCTCCTAgCC-3’  NcoI 

Lsr2DomSalMHind  5’-gCCAAgCTTCCACAAAgCGACTTgATCCC -3’  HindIII  

SCO3375NcoI  5’-ggggCCATggCACAGAAggTTCAggTCCTT-3’  NcoI 

SCO3375Hind  5’-gggAAgCTTgCCgTTggCCTgCTCgTAC-3’  HindIII  

SCO4076NcoI  5’-ccggCCATggCgCAgCgTgTCgTggTCA-3’  NcoI 

SCO4076Hind  5´-gggAAgCTTCCgCgCCTCggCgAACgCCTC-3’  HindIII 

sco3375NdeIEcoRI  

  

5’-cgggCATATggCACAgAAggTTCAggTCCTT-3’   

  

NdeI 

sco3375EcoRID 5’-ggggAATTCTCAgCCgTTggCCTgCTCg-3’  NdeI 

sco4076NdeIF 5’-ggggCATATggCgCAgCgTgTCgTggTCA-3’ NdeI 

sco4076EcoRID 5’-ggggAATTCTCACCgCgCCTCggCgA-3’ EcoRI 

DomLsr2NdeIF 5’-ggggCATATggTACATAAAgCCCTCCTAgCC-3’ NdeI 

DomLsr2EcoRID 5’-ggggAATTCTCACCACAAAgCgACTTg-3’ EcoRI 

ApraHyg1 5’-TgCAACAgTgCCgTTgATCgTgCTATgATCgACTgATgAC 

ACAAgAATCCCTgTTACTTCTC-3’ 

 

ApraHyg2 5’-gCCCCTCCAACgTCATCTCgTTCTCCgCTCATgAgCTC 

AggCgCCgggggCggTgTC-3’ 
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7.2 Cepas, medios y condiciones de cultivo. 

Las cepas de Streptomyces se almacenaron en forma de suspensiones densas de esporas 

en glicerol al 20% (v/v) a -20ºC.  Las cepas de E. coli utilizadas fueron: DH5 para llevar a 

cabo los procesos de clonación, BL21 Rosetta 2 (Novagen) para la expresión de proteínas 

y ET12567/pUZ8002 como cepa donadora para las conjugaciones intergénericas, debido a 

la no metilación de DNA y a la presencia del plásmido “helper”. En cepas de Streptomyces 

con derivados del plásmido pIJ6902, se utilizó tioestreptón como inductor a una 

concentración final de 10 μg/ml.  

Para E. coli se utilizó el medio líquido rico YT2X y los cultivos se crecieron a 37ºC, con 

agitación. La obtención del micelio de S. coelicolor, las preparaciones de esporas, las 

transformaciones con polietilenglicol, y las conjugaciones se realizaron de acuerdo con los 

medios y las condiciones descritas por Kieser et al., (2000).  

7.3 Construcción de las mutantes nulas en Streptomyces. 

  

Las deleciones en el cromosoma fueron generadas usando el sistema ReDirect empleando 

cósmidos de una librería de S. coelicolor (con el esqueleto del SuperCos1 conteniendo 

resistencia a kanamicina; Redenbach et al., 1996).  Los genes sco3375 y sco4076 de S. 

coelicolor M145 fueron sustituidos por el cassette de resistencia a apramicina aac(3)IV 

utilizando el procedimiento de PCR-targeting (Gust et al., 2004).   

La secuencia codificante de los genes (desde el codón de inicio al codón de termino) fue 

inicialmente reemplazada por un cassette que contiene el gen de resistencia a apramicina 

(aac(3)IV) y un origen de transferencia oriT (proveniente del plásmido pIJ773). Los 

cósmidos StD25 y StE94, que contienen a los genes sco3375 y sco4076 respectivamente, 

fueron introducidos por electroporación a la cepa de E. coli BW25113/pIJ790 (Datsenko y 

Wanner, 2000; Gust et al., 2004) la cual expresa los genes del sistema Red del fago 

lambda. El cassette de resistencia a apramicina fue amplificado con pares de 

oligonucleótidos que generaron productos de PCR con extensiones de 36 pb 

correspondientes a las regiones flanqueantes de los genes a interrumpir. En el caso del 

gen sco3375 se amplificó el cassette con los oligosnucleótidos sco3375Forward y 

sco3375Reverse, y en el caso del gen sco4076 se amplificó con los oligonucleótidos 

sco4076Forward y sco4076Reverse (Tabla 3). Estos productos de PCR fueron 

introducidos por electroporación en E. coli BW25113/pIJ790 con los cósmidos StD25 y 

StE94, respectivamente, resultando en el reemplazamiento del gen sco3375 (para el caso 

del cósmido StD25), y sco4076 (para el caso del cósmido StE94), por el cassette de 

resistencia a apramicina. Los cósmidos con las mutaciones fueron introducido por 

electroporación en E. coli ET12567/pUZ8002 y las colonias bacterianas resultantes fueron 

empleadas en conjugaciones con S. coelicolor M145 o M145pIJ6902(H)+sco3375. Las 

transconjugantes en las que el gen cromosómico fue remplazado por el cassette mediante 

doble recombinación entre el cósmido mutante y el cromosoma de S. coelicolor, fueron 

identificadas replicando las colonias en medio MS conteniendo kanamicina o apramicina. 

Las colonias que fueron sensibles a kanamicina y resistentes a apramicina se 

consideraron como las que perdieron los cósmidos y se realizó el reemplazo de los genes 



 

20 

 

cromosómicos con el cassette de resistencia. Dichos reemplazos se confirmaron mediante 

PCR, utilizando un par de oligonucleótidos para cada gen: SCO3375UP y    

SCO3375DOWN para el caso del gen sco3375 y 4076UP y 4076DOWN para el caso del 

gen sco4076.  

Las mutantes Δsco3375 y Δsco4076 sin el cassette de resistencia se obtuvieron mediante 

recombinación ente los sitios FRT que flanquean al cassette. Los cósmidos mutantes 

fueron electroporados en la cepa de E. coli BT340 (Datsenko & Wanner, 2000), la cual 

contiene un plásmido sensible a temperatura, y que codifica la recombinasa FLP. A 30℃ 

el plásmido se replica y a 42℃ la recombinasa FLP se expresa y el plásmido 

eventualmente se pierde. La recombinasa FLP reconoce los sitios FRT que flanquean al 

cassette de resistencia a apramicina y el resultado es la remoción del cassette, dejando 

una secuencia de 81bp (cicatriz).  

Después de una noche de incubación a 42℃, se realizaron replicas en medio LB 

conteniendo kanamicina o apramicina, buscando la pérdida del cassette de resistencia, la 

confirmación del cassette de resistencia se realizó por PCR; empleando los pares de 

oligonucleótidos sco3375UP/sco3375DOWN y sco4076UP/sco4076DOWN (Tabla 3). Los 

cósmidos mutantes fueron posteriormente introducidos a las cepa S. coelicolor 

Δsco4076::Apra y Δsco3375::Apra. Inicialmente se seleccionaron colonias con resistencia 

a kanamicina, para asegurar la introducción de los cósmidos, las cuales se crecieron 

posteriormente sin presión selectiva, para después seleccionar las colonias sensibles tanto 

a kanamicina como a apramicina. Las mutantes nulas sin el cassette de resistencia se 

verificaron por PCR.   

  

7.4 Conjugación de E. coli ET12567/pUZ8002 con S. coelicolor.  

Las conjugaciones se realizaron conforme al protocolo de Kieser et al., 2000.  Los 

plásmidos o cósmidos fueron transformados en E. coli ET12567 (deficiente en la 

metilación), la cual además contiene el plásmido movilizador pUZ8002. Un cultivo líquido 

de ET12567/pUZ8002, conteniendo el plásmido o cósmido de interés, fue incubado toda 

la noche en medio líquido YT2X a 37˚C a 200 rpm con los antibióticos necesarios para el 

mantenimiento del plásmido. Posteriormente 1 ml de este cultivo fue utilizado para inocular 

un matraz de 250ml con 20 ml de medio YT2X, el cual fue incubado a 37˚C hasta una 

DO600 de ~0.6. Después de la centrifugación a 6,000 rpm a 4˚C, el pellet fue lavado con 

medio YT2X (al menos un par de veces) y se resuspendió en 1 ml del mismo medio.   

Durante este proceso, 10 μL de una preparación densa de esporas de S. coelicolor fueron 

añadidas a 500 μL de medio YT2X, y se realizó un choque térmico a 50℃ durante diez 

minutos, para posteriormente colocar las esporas en hielo.  Se tomaron 500 μL de las 

células de E. coli lavadas y se mezclaron con los 500 μL de la dilución de esporas de S. 

coelicolor. La mezcla de células de E. coli y esporas fue centrifugada, y posteriormente se 

realizaron diluciones, las cuales fueron plaqueadas en cajas de medio MS e incubadas por 

16 horas a 30°C. Posteriormente las exconjugantes fueron seleccionadas mediante la 

adición a cada caja de 1 ml de agua estéril con los antibióticos adecuados para cada 

plásmido (Kieser et al., 2000). 
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7.5 Prueba de viabilidad de las esporas. 

Para probar si las esporas mutantes son tan resistentes como la cepa parental a la 

temperatura, una suspensión de esporas diluida adecuadamente fue incubadas a 60℃ 

durante diferentes lapsos (0, 20 y 60 minutos). Después de la incubación las suspensiones 

de esporas fueron plaqueadas en medio MS a diferentes diluciones. Las cajas fueron 

incubadas 48 horas a 30℃. La tasa de supervivientes fue calculada como el número de 

colonias formadas en el medio después del tratamiento a 60℃ dividido entre el número de 

colonias crecidas en el medio sin el tratamiento a 60℃, representado en porcentaje.  

Para evaluar el efecto del detergente SDS en las cepas mutantes, las preparaciones de 

esporas de las cepas fueron incubadas en 5% SDS, 1% SDS o agua durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Las diluciones fueron plaqueadas en medio MS e incubadas a 30℃ 

durante 48 horas. El título de colonias supervivientes al tratamiento con SDS fue 

determinado en relación al número de colonias incubadas en agua.   

7.6 Amplificación de los genes sco3375, sco4076 y el fragmento Dom.Lsr2.  

Los genes sco3375 y sco4076 se amplificaron a partir del DNA cromosomal de S. 

coelicolor M145 con los pares de oligonucleótidos sco3375Nco/sco3375Hind y 

sco4076NcoI/sco4076Hind (Tabla 3), respectivamente. Los productos de PCR resultantes 

se purificaron y clonaron como fragmentos romos en el sitio EcoRV del vector pBluescript 

II SK. Los plásmidos resultantes se verificaron por secuenciación, y posteriormente los 

genes se subclonaron en el vector de expresión pET28a en los sitios NcoI-HindIII.   

El fragmento del gen salM que codifica para el dominio Lsr2 de la metilasa M.SalI se 

amplificó a partir del gen silvestre salM de S. albus con el par de oligonucleótidos 

Lsr2DomSalMNcoI/Lsr2DomSalMHind (Tabla 3). El producto de PCR se clonó en el sitio 

EcoRV del vector pBluescript II SK, y el plásmido resultante se verificó por secuenciación. 

Posteriormente, el fragmento se subclonó en el vector de expresión pET28a en los sitios 

NcoI-HindIII.   

7.7 Purificación de las proteínas Lsr2. 

Los plásmidos derivados del pET28a con los diferentes genes clonados fueron 

introducidos a la cepa de E. coli, Rosetta 2, la cual codifica varios tRNAs para codones 

raramente utilizados por E. coli, pero utilizados en genes de Streptomyces. 

Las células se crecieron en medio YT2X con kanamicina (50 µg/ml) y cloranfenicol (25 

µg/ml) a 37ºC con agitación constante hasta llegar a una D0600 de 0.6. La expresión se 

indujo adicionando 1 mM de IPTG, continuando la incubación a 37°C durante 4 h a 200 

rpm. Las proteínas se purificaron mediante cromatografía de afinidad en una columna de 

Níquel. Se utilizó un equipo FPLC ÄktaPrime Plus y una columna His-Trap (GE 

Healthcare). Las fracciones resultantes se analizaron en geles de poliacrilamida-SDS, y se 

tiñeron con azul de Coomassie. 
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7.8 Cross-linking de las proteínas SCO3375 y SCO4076. 

Se añadieron distintas concentraciones de glutaraldehído a una preparación de proteína 
pura de SCO3375 y SCO4076 (6 μg), en buffer HEPES, pH: 8.0. Se tomaron alícuotas a 
los (0, 2, 10) minutos y fueron mezclados con buffer de Carga 2X, e incubadas a 65ºC por 
10 minutos. Las muestras fueron separadas en un gel al 14% de poliacrilamida-SDS. El gel 
fue analizado por medio de Western Blot con anticuerpo anti-His (SIGMA).  

7.9 Ensayo de cambio en la movilidad electroforética (EMSA). 

El DNA fue incubado por 30 minutos a temperatura ambiente con las cantidades indicadas 

de proteína en un volumen total de 20 µl en buffer que contiene 10 mM Tris–HCl, pH 7.5, 

50 mM KCl, 1 mM DTT, 5 mM MgCl2, y 2.5% glicerol. Las mezclas DNA-proteína fueron 

cargadas en geles de poliacrilamida 3.5% para fragmentos pequeños o 1% de agarosa 

para fragmentos grandes y fueron corridos en buffer TBE 1x. Los geles fueron teñidos con 

bromuro de etidio.  

 

7.10 Ensayo de protección contra la DNAsa I. 

 

120 ng del plásmido pUC19 fueron incubados durante 1 hora en presencia o ausencia de 

la proteína SCO4076, en un volumen final de 25 µl en buffer que contiene: 10 mM Tris–HCl 

pH 7.4, 10 mM NaCl. Posteriormente se añadió 1 unidad de DNasa I (Gibco) y una 

concentración final 4mM de MgCl2, la mezcla fue incubada a 37ºC durante 10 minutos. La 

reacción se detuvo con la adición de EDTA (0.5%) y la mezcla fue incubada a 75 ºC durante 

10 minutos. Las muestras fueron tratadas con un volumen de fenol:cloroformo, el DNA fue 

precipitado y la electroforesis se realizó en un gel de agarosa al 1%.  

7.11 Microscopia de campo claro y fluorescencia. 

Después de 5 días de crecimiento de las cepas de Streptomyces en medio solido MS, los 
cubreobjetos fueron colocados sobre el micelio aéreo, posteriormente fueron tratados con 

metanol frío, lavados 3 veces con PBS y el DNA fue teñido con 4 ',6-diamidino-2-fenilindol 
(DAPI) y montado en un portaobjetos. Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio 
Olympus BX51. La longitud de las esporas, el área del nucleoide y la fluorescencia fueron 
determinadas empleando el software ImageJ.  

7.12 Producción de antibióticos. 

 

La producción de antibiótico fue realizada en medio sólido. Las cajas fueron inoculadas con 

103 esporas. Para CDA las cepas fueron incubadas en medio NA a 30°C durante dos días. 

Posteriormente, las cajas fueron cubiertas con una capa de 5 ml de agar suave 

(conteniendo 60 mM de Ca(NO3)2) inoculado con B. subtilis ATCC 6633 como el organismo 

sensible (0.2 ml, D.O.600 0.25) y se incubó de nuevo a 30°C. Una réplica sin Ca(NO3)2 fue 

usada como control negativo.  Para la determinación de undecilprodigiosina (RED) se 

empleó el medio PGA (Coco, 1991).  
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8. Resultados 

 

8.1 Distribución de los genes que codifican homólogos de Lsr2 en Actinobacteria. 

Todas las cepas de Streptomyces con el genoma secuenciado contienen dos genes que 

codifican proteínas homólogas a Lsr2, como se observa en la figura 5. Es posible observar 

que genes ortólogos de sco3375 se encuentran ampliamente distribuidos en el suborden 

de los Actinomycetes. Fuera de los Streptomyces son pocos los genomas de 

actinobacterias que presentan ambas copias, mientras que algunos carecen de homólogos 

de estos genes. En algunos organismos se presentan más de dos parálogos de lsr2 en su 

genoma (Pérez-Rueda & Ibarra, 2015).  

 

Figura 5. Distribución en el suborden Actinobacteria de genes ortólogos a los genes 

sco3375 y sco4076 de S. coelicolor, que codifican proteínas Lsr2. La figura fue adaptada 

de Chandra et al., 2014. Se muestra el resultado de búsquedas BLASTP recíprocas con 

los productos de los genes lsr2 de S. coelicolor. 

 

8.2 El gen sco4076 de S. coelicolor no es esencial.  

En M. tuberculosis se ha reportado que la proteína Lsr2 es esencial para el crecimiento, 

pero no así para M. smegmatis, donde se encuentra involucrada en un gran número de 

funciones biológica como la organización del cromosoma o la regulación génica (Colangeli 

et al., 2007). Con el fin de determinar si la proteína Lsr2 codificada por el gen sco4076 es 

esencial, se obtuvo una mutante nula en dicho gen (Figura 6.A), como se describe en 

Material y Métodos. Esta mutante nula carente del gen sco4076 fue viable, demostrando 

que dicho gen no es esencial. Además, la cepa mutante no presentó defectos visibles 

aparentes en la diferenciación morfológica en medio sólido (Figura 6.B). 
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Figura 6. Obtención de una mutante nula en el gen sco4076. A) Verificación de la 

eliminación del gen sco4076 por PCR. El carril 1 corresponde al gen sco4076 amplificado 

de la cepa silvestre (500 pb), carril 2 al gen sco4076 eliminado y sustituido por el cassette 

de resistencia a apramicina (1.6 kb), el carril 3 al gen sco4076 eliminado y substituido por 

la secuencia cicatriz y el carril 4 al marcador de peso molecular (DNA del fago lambda 

digerido con PstI).  B) Morfología de las cepas S. coelicolor M145 y Δsco4076, en medios 

MS y R2YE, después de ser incubadas 5 días a 30°C. 

 

8.3 El gen sco3375 de S. coelicolor M145 es esencial. 

 

El sistema de mutagénesis Redirect antes descrito, ha sido el empleado para realizar las 

mutaciones en S. coelicolor, donde la selección de colonias sensibles a kanamicina y 

resistentes a apramicina, después de la introducción del cósmido mutado, significa un 

reemplazo en el gen de interés. Normalmente estas cepas mutantes ocurren con una 

frecuencia de entre 10% y 50% de las exconjugantes. En el caso de los intentos para 

obtener la mutación en el gen sco3375, utilizando el cósmido StE94, no fue posible obtener 

exconjugantes con las características deseadas, aún después de analizar más de 2500 

colonias exconjugantes. Es decir, no se logró obtener la sustitución del gen sco3375 por el 

cassette de resistencia a apramicina en el cromosoma. La incapacidad de obtener mutantes 

nulas mediante el protocolo Redirect parecía indicar que el gen sco3375 es esencial para 

S. coelicolor. Para demostrar lo anterior se utilizó una estrategia que consistió en insertar 

en el cromosoma un plásmido integrativo con el gen sco3375 clonado, con el objetivo de 

tener una copia extra, y de este modo poder realizar la deleción del gen silvestre en el 

cromosoma.  

El plásmido empleado, pIJ6902, permite la expresión regulada del gen clonado, y por lo 

tanto el gen sco3375 se clonó en este plásmido bajo el promotor PtipA, inducible por 

tioestreptón. Dado que el plásmido pIJ6902 proporciona resistencia a apramicina, se 

M145 M145 

Δsco4076 Δsco4076 

A B 



 

25 

 

cambió el cassette de apramicina por uno de resistencia a espectinomicina. Las 

mutaciones con el cassette de resistencia a espectinomicina, no se lograron obtener, ni en 

la cepa silvestre (S. coelicolor M145), ni en la cepa con la copia extra del gen sco3375 

(pIJ6902+sco3375) después de analizar más de 1000 exconjugantes. El cassette de 

resistencia a espectinomicina requería una elevada concentración de antibiótico para la 

selección y afectaba la morfología de las colonias. Por lo cual esta estrategia se cambió.  

El método siguiente fue emplear el cassette de resistencia a apramicina, pero para esto, 

se requería sustituir el gen de resistencia del pIJ6902 (apramicina, figura 7.A) por otro gen 

de resistencia. Para este fin se sustituyó el gen de resistencia a apramicina, aac(3)IV, por 

el de resistencia a higromicina (empleando los oligonucleótidos ApraHyg1 y ApraHyg2, 

tabla 3), sustituyendo solamente la secuencia codificante y manteniendo el promotor del 

gen aac(3)IV. Una vez construido este derivado del plásmido pIJ6902 ahora seleccionable 

con higromicina (pIJ6902(H), figura 7.B), se realizó nuevamente el método de doble 

recombinación, con el objetivo de obtener la sustitución del gen sco3375 en el cromosoma. 

 

 

Figura 7. Esquema de los plásmidos integrativos. A) pIJ6902 con el gen de resistencia a 

apramicina aac(3)IV. B) pIJ6902(H) con el gen de resistencia a higromicina hyg. 

Con este método se obtuvo una frecuencia de doble recombinación de aproximadamente 

10% de exconjuganes en la cepa M145/pIJ6902(H)+sco3375 (es decir resistentes a 

apramicina y sensibles a kanamicina). Se realizó comprobación mediante PCR a 3 

colonias, y en las 3 se encontró la sustitución del gen silvestre por el gen de resistencia a 

apramicina. A partir de una de estas colonias se eliminó el cassette de resistencia, dejando 

solamente la secuencia cicatriz (Figura 8). Este resultado confirmó que el cósmido utilizado 

sí poseía la estructura correcta y era capaz de recombinar para dar lugar a la deleción del 

gen en el cromosoma. 

 

 

A B 
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Figura 8. Verificación de la eliminación del gen sco3375 en la cepa 

M145/pIJ6902(H)+sco3375 por PCR.  El carril 1 corresponde al marcador de peso 

molecular, el carril 2 corresponde al gen sco3375 amplificado de la cepa silvestre (530 

bp), el carril 3 al gen sco3375 eliminado y sustituido por el cassette de apramicina (1.6 

kb) en la cepa con la copia extra del gen en el pIJ6902(H), el carril 4 al gen sco3375 

eliminado y sustituido por la secuencia cicatriz (29 pb). 

 

Adicionalmente, se realizó un intento de eliminar el gen en la cepa silvestre S. coelicolor 

M145 con el plásmido pIJ6902(H) vacío. Aunque se lograron obtener colonias sensibles a 

kanamicina y resistentes a apramicina, al realizar el PCR con el DNA cromosomal, el 

producto resultante era del tamaño esperado para el gen silvestre (figura 9). Se realizó el 

PCR a todas las colonias que presentaban el fenotipo, y en todos los productos de PCR el 

tamaño observado correspondía al esperado para el gen silvestre. Este resultado, aunado 

a los anteriores, confirma que el gen sco3375 es esencial en S. coelicolor. 
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Figura 9. Producto de PCR de 5 colonias independientes con el fenotipo KanS, ApraR de 

la cepa S. coelicolor M145/pIJ6902(H). Se observa que el tamaño del producto 

corresponde al del gen silvestre sco3375. Carril 1, marcador de peso molecuar; carril 2, 

cepa silvestre M145; carriles 3 al 6, exconjugantes resistentes a apramicina y sensibles a 

kanamicina. 

8.4 Fenotipo de la cepa mutante Δsco3375. 

 

Una mutante nula en el cromosoma sco3375 se obtuvo solo en presencia de una copia 

extra, clonada en el vector pIJ6902(H) lo que demuestra que este gen es esencial en S. 

coelicolor al igual que lo es el gen lsr2 en M. tuberculosis.  Con el objetivo de conocer si la 

mutación tenía algún efecto en el desarrollo, se crecieron las cepas en medio MS y R2YE 

(Figura 10). Es posible observar una deficiencia en el desarrollo de micelio aéreo y en la 

esporulación en la cepa Δsco3375; a pesar de que el medio contiene tioestreptón, y por lo 

tanto se asegura la expresión del gen sco3375 clonado en el plásmido, el fenotipo no es 

restaurado al fenotipo silvestre. También se probó la producción del antibiótico 

dependiente de calcio (CDA) y se encontró que la mutante Δsco3375 tiene una producción 

casi nula, mientras que la cepa silvestre y la cepa Δsco4076 producen niveles que inhiben 

efectivamente el crecimiento de la cepa indicadora (B. subtilis ATCC6633, Figura 11A). 

Además, también se identificó la producción del antibiótico undecilprodigiosina (RED) en 

el medio PGA, y se observó una disminución en la producción en la cepa Δsco3375 

comparada con las cepas silvestre y Δsco4076 (Figura 11B). El fenotipo silvestre no fue 

obtenido aun cuando se añadió tioestreptón al medio para asegurar la expresión del gen 

sco3375 clonado en el plásmido. Estos datos sugieren que, aun cuando el gen sco3375 

clonado en el plásmido se expresan en niveles suficientes para permitir que la cepa sea 

viable, existe un fenotipo alterado, el cual pudiera deberse a diferencias en la regulación 

de la expresión del gen. 
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Figura 10.  La eliminación del gen sco3375 afecta la morfología de S. coelicolor. A) 

Morfología de las cepas M145 y sco3375 en medios MS y R2YE. La incubación se 
realizó durante 5 días a 30ºC. B) Morfología de las colonias en medio MS. 
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Figura 11. Producción de antibióticos por las cepas silvestre y mutantes. A) Producción 

de CDA en medio NA utilizando B. subtilis ATCC6633 como cepa indicadora. B) 

Producción de RED en medio PGA. 

 

8.5 Las cepas Δsco4076 y Δsco3375 son sensibles a la temperatura y a SDS.  

Las esporas de Streptomyces son relativamente resistentes a desecación, digestión 

enzimática y exposición a una temperatura moderadamente alta (McBride & Ensign, 1987). 

Para determinar si las esporas de las cepas mutantes eran igual de resistentes a una alta 

temperatura como la cepa silvestre parental, una suspensión de esporas de cada cepa fue 

incubada a 60°C durante 20 o 60 minutos. Las esporas fueron posteriormente plaqueadas 

en medio MS, e incubadas por dos días a 30°C para determinar la viabilidad de las mismas 

después del tratamiento con calor. 

Es posible observar (Figura 12A) que existe un efecto mayor de la temperatura en las 

esporas de las cepas mutantes después de 20 minutos de incubación, ya que las esporas 

de la cepa silvestre presentaron una viabilidad de aproximadamente el 50%, mientras que 

las esporas de ambas cepas mutantes presentaron una viabilidad menor (aprox. 35% para 

la cepa sco4076 y de aprox. 20% para la cepa sco3375, independientemente de la 

presencia de tioestreptón. Por otro lado, el porcentaje de esporas viables a los 60 minutos 

fue de 17% para la cepa Δsco4076 y de 15% para las esporas de la cepa Δsco3375 

incubadas con el inductor tioestreptón; se observó una clara disminución en la viabilidad 

cuando no se indujo la expresión del gen, ya que el porcentaje de esporas viables fue 

menor al 1%, mientras que la cepa silvestre el porcentaje de viabilidad a 60 minutos fue 

de 33% (Figura 12B). 

 

 

 

 

 

 

 

A) 

B) 
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Figura 12. Efecto de las mutaciones sco4076 y sco3375 en la viabilidad de esporas de 

S. coelicolor y mutantes sometidas a calor. A) Tratamiento con calor a 60°C durante 20 

min de las cepas M145 y Δsco4076, Δsco3375 con y sin tioestreptón. B) Tratamiento 

durante 60 minutos. 

 

También se ha reportado que las esporas de Streptomyces son resistentes al tratamiento 

con SDS. El efecto del SDS en las mutantes sco4076 y sco3375 de S. coelicolor fue 

probado a concentraciones de SDS de 1% y 5%, usando agua destilada como control.  

Una suspensión de esporas fue incubada a temperatura ambiente por una hora con cada 

concentración de SDS, y posteriormente las esporas fueron plaqueadas e incubadas a 

30°C por dos días. La concentración de 1% de SDS fue suficiente para que en las cepas 

mutantes Δsco4076 y Δsco3375 el porcentaje de supervivientes fuera del 7% y 5% 

respectivamente, mientras que en la cepa silvestre fue de aproximadamente el 50% 

(Figura 13A).  A la concentración de 5% de SDS se hubo una disminución hasta el 1% y 

3.5% de las cepas Δsco3375 y Δsco4076 respectivamente (Figura 13B). 
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Figura 13. Efecto de las mutaciones sco4076 y sco3375 en la viabilidad de esporas 

tratadas con SDS. A) Tratamiento con SDS al 1% durante una hora. B) Tratamiento con 

SDS al 5% durante una hora. 

 

8.6 Expresión de proteínas con la etiqueta de histidinas en el extremo carboxilo 

terminal. 

Con el fin de estudiar a las proteínas Lsr2, se decidió clonarlas en un vector de expresión 

que colocara una etiqueta con seis histidinas. La etiqueta de histidinas, debido a su tamaño 

relativamente pequeño (2.5 kDa), se considera que no interfiere significativamente con la 

función y estructura de la mayoría de las proteínas (Gräslund, 2008), sin embargo, existen 

reportes donde se demuestra el efecto de la posición de la etiqueta de histidinas en la 

expresión y producción de proteínas (Ledent, 1997; Sabaty, 2013). 

La expresión de las proteínas SCO4076 y SCO3375 y del dominio Lsr2 de la metilasa M.SalI 
(Dom.Lsr2) con la etiqueta de histidinas en el extremo carboxilo se realizó en la cepa de E. 
coli Rosetta 2 empleando el plásmido pET28a. La expresión fue inducida con 1mM de IPTG 
a una D0600 de 0.6. La determinación de la solubilidad de las proteínas se llevó a cabo 
utilizando el protocolo de Qiagen (The QIAexpressionist), y se observó que solo una 
pequeña parte de las proteínas sobre-expresadas SCO3375, SCO4076 y Dom.Lsr2 se 
encontraba en la fracción soluble.  

 

A pesar de que se observaba la presencia de estas proteínas en la fracción soluble y se 

podían detectar las etiquetas de histidinas por Western Blot, en múltiples intentos de sobre-

expresión y purificación de las proteínas SCO4076 y Dom.Lsr2, las proteínas no se podían 

purificar con alta eficiencia. Por lo anterior, se cambió la posición de la etiqueta de histidinas 

y se colocó en el extremo N-terminal. Empleando los oligonucleótidos 
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sco4076NdeIF/sco4076EcoRID y DomLsr2NdeIF/DomLsr2EcoRID (Tabla 3), y realizando 

las clonaciones como se mencionó anteriormente. 

En este caso sí fue posible la purificación de las proteínas, como se describe en la 

siguiente sección. 

 

8.7 Purificación de proteínas Lsr2. 

Cuando las proteínas fueron purificadas inicialmente y se comenzaron a realizar los 

ensayos de unión a DNA, se observaba la presencia de DNA en las preparaciones de las 

proteínas SCO3375 y Dom.Lsr2 (Figura 14) sin embargo, no se observaba en la proteína 

SCO4076, por lo cual se realizó de nuevo la purificación de las proteínas, pero ahora de 

acuerdo al protocolo propuesto por Vingadassalon et al., 2016, el cual incluye la adición de 

la nucleasa comercial Benzonase® al extracto celular (posterior al sonicado) e incubando 

la reacción 30 minutos a 37ºC. Después de este tiempo se añadió MgCl2 a una 

concentración final de 4 mM y 127 U de DNasa I y la reacción se mantuvo a 37ºC durante 

30 minutos más.  El proceso de purificación se realizó como se menciona en Materiales y 

Métodos, y al final de la purificación se confirmó la ausencia de DNA en las muestras de 

proteína pura.  

 

 

Figura 14. Presencia de DNA en las muestras concentradas de las proteínas purificadas. 

El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular, el carril 2 corresponde a la 

muestra de la proteína SCO4076, el carril 3 a la proteína SCO3375 y el carril 4 a la 

proteína Dom.Lsr2. 
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8.8 Purificación de la proteína SCO3375. 

La proteína SCO3375 se purificó tanto a partir de E. coli como de S. lividans 1326 con un 

alto grado de pureza, para lo cual se utilizaron los plásmidos pET28a y pIJ4123+sco3375, 

respectivamente, los cuales expresan la proteína con la etiqueta de histidinas. El 

fraccionamiento celular seguido de un análisis por Western blot usando un anticuerpo 

monoclonal anti-His mostró que la proteína SCO3375 se encontraba en la fracción 

citosólica. En la figura 15 se muestra la purificación de la proteína SCO3375 a partir de E. 

coli. 

 

Figura 15. Purificación de la proteína SCO3375. A) se muestra el extracto soluble total 
que fue cargado en una columna His-Trap montada en un equipo ÄktaPrime Plus, así 
como las diferentes fracciones de la elución con imidazol. B) gráfica del proceso de 

purificación generada por el equipo ÄktaPrime donde se observa el pico correspondiente 
a la proteína pura. 

 

La proteína SCO3375 se encuentra anotada como una proteína Lsr2-like, lo cual sugiere 

que la proteína tiene función de unión a DNA. Con el objetivo de conocer y probar esta 

posibilidad, se investigó la capacidad de la proteína SCO3375 de formar estructuras 

oligoméricas, lo cual es una característica de las proteínas asociadas al nucleoide, se 

añadió glutaraldehído a diferentes concentraciones (0.025%, 0.5%, 2.3%) a la proteína 

pura (6 µg por muestra) y se tomaron alícuotas a diferentes tiempos (2 y 10 minutos). Se 

observó que la proteína SCO3375 forma complejos diméricos in vitro (Figura 16). 
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Figura 16. Dimerización de la proteína SCO3375. Se añadió glutaraldehído a diferentes 

concentraciones a la proteína pura (6 µg). Las alícuotas fueron removidas a los tiempos 

determinados, se incubaron a 65ºC, durante 10’ y posteriormente fueron sometidas a 

electroforesis en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 14% y teñidas con azul de 

Coomassie. 

Adicionalmente, y para revelar si existían complejos oligoméricos mayores a los dímeros, 

tanto la proteína purificada como la fracción citosólica de la cepa S. 

lividans/pIJ4123+sco3375 fueron tratadas con glutaraldehído al 0.025%, se tomaron 

alícuotas de la mezcla a los 2 minutos después de la adición de glutaraldehído y analizadas 

por Western blot después de ser sometidas a electroforesis desnaturalizante, como se 

observa en la figura 17. Es posible observar que, en el caso de la proteína pura (Figura 

17A), existen tanto dímeros como oligómeros de orden mayor (probablemente trímeros y 

tetrámeros) que fueron detectados por el anticuerpo anti-histidinas. También fue posible la 

detección de dímeros en el extracto soluble de S. lividans (Figura 17B). 

 

Fig 17. Oligomerización de SCO3375. A) Entrecruzamiento de SCO3375. Se añadió 

glutaraldehído (0.025%), a la proteína pura (6 µg) durante 2 minutos, se hirvió la muestra 

y se cargó en un gel al 14% de poliacrilamida. B) El glutaraldehído (0.025%) fue añadido 

a extracto celular de S. lividans 1326. Ambas muestras fueron detectadas con un 

anticuerpo anti-His. 
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 8.9 SCO3375 interactúa de manera inespecífica con DNA. 

Con el fin de determinar si la proteína SCO3375 tiene la capacidad de unirse a DNA de 

manera inespecífica, se realizaron ensayos de unión a DNA de doble cadena (dsDNA) de 

diferentes tamaños, mediante la técnica de EMSA (electrophoretic mobility shift assay). 

Inicialmente se estudió un dsDNA de 23 pb, y se observó que su corrimiento fue retrasado 

de una manera dependiente de la concentración de proteína SCO3375. A la concentración 

de 0.5 μM se formó el primer complejo definido, mientras que a concentraciones altas de 

proteína (>6 µM) el DNA fue retrasado casi en su totalidad (Figura 18A). También se probó 

la habilidad de la proteína SCO3375 de unirse a DNA superenrollado (Figura 18B), como 

es un plásmido. La formación de los complejos DNA-Proteína se observó a 

concentraciones muy bajas de la proteína (0.033 µM). Además, se realizó la prueba de la 

capacidad de la proteína de asociarse a DNA de cadena sencilla (ssDNA), ya que se ha 

demostrado que es un sustrato para varias proteínas asociadas al nucleoide en otras 

bacterias (Hirano et al., 1998). En la prueba con el ssDNA (Fig. 18C) se observó un retraso 

gradual respecto a la concentración de proteína y un aspecto a considerar es la cantidad 

de proteína requerida para el comienzo del retraso, que fue aparentemente menor que con 

el dsDNA. 

Por último, se comparó la afinidad de unión a DNA lineal contra DNA circular o 

superenrollado. Como se observa (Figura 18.D) no existió una preferencia de la proteína 

por una topología del DNA, a diferencia de lo que se ha reportado en Mycobacterium en 

la cual existe una preferencia a DNA circular (Colangeli et al., 2007). Estos resultados 

indican que la proteína SCO3375 se une al DNA de una manera independiente de 

secuencia y de topología, y puede formar varios complejos DNA-Proteína.  
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Figura 18. Unión de la proteína SCO3375 a DNA. Se observa la formación de complejo 

DNA-proteína mediante retraso en el corrimiento con concentraciones crecientes de 

SCO3375. Los DNAs utilizados fueron A) Fragmento de 23pb. B) Fragmento de DNA 

superenrollado, pUC19. C) ssDNA, M13mp18. D)  DNA circular y lineal del plásmido, 

pUC19. 
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8.10 Purificación de la proteína SCO4076. 

Con el fin de purificar la proteína SCO4076, el gen sco4076 fue clonado en el plásmido 

pET28a, e introducido a la cepa Rosetta 2 de E. coli. A partir de ahí se expresó y se purificó 

la proteína con la etiqueta de histidinas en el extremo amino con una alta pureza (Figura 

19). 

 

 

Figura 19. Purificación de la proteína SCO4076. A) se muestra el extracto soluble total 
que fue cargado en una columna His-Trap montada en un equipo ÄktaPrime Plus (carril 

1), así como las diferentes fracciones de la elución con imidazol. B) Se muestra la gráfica 
generada por el equipo ÄktaPrime donde se observa la fracción purificada. 

 

La proteína SCO4076 tiene un peso molecular predicho de 11.6 kDA y un punto isoeléctrico 

de 9.6. El fraccionamiento celular seguido de un análisis por Western blot usando un 

anticuerpo monoclonal anti-His mostró que la proteína SCO4076 se encontraba en la 

fracción citosólica. Se probó que la proteína SCO4076 tuviera la característica de formación 

de complejos, por lo cual la proteína pura fue tratada con 0.1% de glutaraldehído, se 

tomaron alícuotas a 2 y 5 minutos y fueron analizadas por SDS-PAGE al 14%. Se observó 
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que la proteína SCO4076 sí logra formar complejos siendo más abundantes los dímeros, 

sin embargo, existen otras estructuras oligoméricas superiores (Figura 20).   

 

 

Figura 20. Dimerización de la proteína SCO4076. A) se añadió glutaraldehído al 0.1% a 

una solución de proteína pura (6 µg). Las alícuotas fueron removidas a los tiempos 

determinados, se incubaron a 65ºC, durante 10’ y fueron cargadas en un gel al 14% de 

poliacrilamida. B) Western blot utilizando un anticuerpo Anti-His. 

8.11 La proteína SCO4076 interactúa de manera inespecífica con el DNA. 

Con el fin de determinar si la proteína SCO4076, tiene la capacidad de unirse a DNA de 

manera inespecífica al igual que la proteína SCO3375, se realizaron los mismos ensayos 

de unión a DNA de diferentes tamaños. Con un fragmento pequeño de 23 pb se observó 

que la formación de complejos es dependiente de la concentración de la proteína, la 

formación del primer complejo ocurrió a la concentración de 1 µM (Figura 21A), el doble de 

la concentración necesaria para detectar complejos con la proteína SCO3375. La habilidad 

de unirse a DNA superenrollado también fue probada con esta proteína; interesantemente 

al emplearse la misma concentración de proteínas que SCO3375, la formación del 

complejo no generó un retardo de la misma magnitud. Sin embargo, sí se observó un 

cambio en la corrida respecto al DNA sin proteína (Figura 21B), lo cual puede sugerir un 

mecanismo o afinidad diferente de las dos proteínas con el DNA. Con la prueba de ssDNA 

se observó la formación de complejos DNA-Proteína con concentraciones similares a las 

de la proteína SCO3375 (Figura 21C).  En la comparación de la afinidad con el DNA lineal 

y circular, se observó que interactúa de la misma manera con las dos topologías del DNA 

(Figura 21D), similar a lo que ocurre con SCO3375 y diferente a Lsr2 de Mycobacterium.  

Estos resultados indican que la proteína SCO4076, al igual que la proteína SCO3375, se 

une al DNA de una manera independiente de secuencia y puede formar varios complejos 

DNA-Proteína. 
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Figura 21. Unión de la proteína SCO4076 a DNA. Se observa la formación de complejo 

DNA-proteína mediante retraso en el corrimiento con concentraciones crecientes de 

SCO4076. Los DNAs utilizados fueron A) Fragmento de 23pb. B) DNA superenrollado, 

pUC19. C) ssDNA, M13mp18. D) DNA circular y lineal del plásmido pUC19. 
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8.12 Ensayo de protección contra DNAsa I. 

Las proteínas asociadas al nucleide son capaces de proteger al DNA de la degradación 

por la DNasa I (Grayling, 1997). Esta propiedad fue probada con la proteína SCO4076 

(Figura 22). El plásmido pUC19 fue tratado con 1 Unidad de DNasa I durante 10 minutos 

a 37 ºC. Se observó que la DNasa degradó totalmente el DNA en ausencia de SCO4076, 

así como con la presencia de BSA (5 µg). En contraste la actividad de la DNasa I fue 

considerablemente inhibida por la preincubación con la proteína SCO4076.  

 

 

Figura 22. Ensayo de protección contra la degradación por la DNAsa I. El plásmido 

pUC19 fue previamente tratado con la proteína SCO4076, posteriormente se añadió 1 U 

de Dnasa I, la reacción se incubó a 37ºC durante 10 min. Se inactivó la reacción con 

EDTA y fue incubada a 75 ºC durante 10 minutos. Las muestras fueron tratadas con 

fenol:cloroformo y el DNA fue precipitado, para su posterior análisis en un gel de agarosa 

al 1%.  Carril 1, marcador de peso molecular. Carril 2, plásmido pUC19, Carril 3, pUC19 

tratado con 1U de Dnasa I; Carril 4, pUC19 tratado con 5 µg de BSA y 1U de DNasa I; 

Carril 5, pUC19 tratado con 1.6 µg de SCO4076 y 1 U de DNasa I; Carril 6, pUC19 

tratado con 3.2 µg de SCO4076 y 1 U de DNasa I. 
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8.13 Purificación del dominio Lsr2 de la metilasa M.SalI (Dom.Lsr2). 

El dominio Lsr2 (Dom.Lsr2) es un dominio carboxilo-terminal de la metiltransferasa M.SalI, 

el cual muestra una identidad considerable con la proteína Lsr2. Este fragmento solo es 

encontrado en la metiltransferasa M.SalI y metiltransferasas relacionadas, pero no en otras 

metiltransferasas de otros sistemas de modificación-restricción. Por lo anterior estábamos 

interesados en determinar si el dominio Lsr2, el cual contiene conservada la secuencia 

putativa de unión a DNA, podía purificarse en forma aislada y unirse a DNA in vitro. 

La proteína Dom.Lsr2 fue purificada de E. coli (Figura 23) y se obtuvo con un buen grado 

de pureza. Esta proteína tiene una masa de 15.1 KDa y un punto isoeléctrico de 8.5.  

 

. 

 

Figura 23. Purificación de la proteína Dom.Lsr2. A) se muestra el extracto soluble total 

que fue cargado en una columna His-Trap montada en un equipo ÄktaPrime Plus, así 
como las diferentes fracciones de la elución con imidazol. B) Se muestra la gráfica 

generada por el equipo ÄktaPrime donde se observa la fracción purificada. 
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8.14 Dimerización de la proteína Dom.Lsr2. 

La proteína Lsr2 se ha determinado como una proteína que forma estructura α/β 

homodimérica (Summers,2012).  Diez residuos se encuentran conservadas dentro del 

Dominio N-terminal (1-55 aa) de la proteína Lsr2 (Asp-11, Asp-12, Phe-25, Tyr-32, Ile-34, 

Asp-35, Leu-36, Leu-44, Leu-48 and Trp-51), algunos de los aminoácidos relevantes en la 

formación de complejos oligoméricos, se encuentran conservados en el fragmento 

Dom.Lsr2 de M. SalI, sin embargo, no se lograron identificar complejos oligoméricos. Se 

debe considerar que es solo una fracción de la proteína M. SalI y posiblemente la 

dimerización ocurra en la proteína silvestre completa.  

8.15 La proteína Dom-Lsr2 interactúa de manera inespecífica con el DNA. 

Se realizaron ensayos de EMSA con el objetivo de determinar si el dominio Dom.Lsr2 de 

la metilasa M.SalI puede unirse in vitro a DNA en forma inespecífica, como lo hacen las 

proteínas SCO3375 y SCO4076. La primera prueba fue un fragmento pequeño de dsDNA 

de 23 pb y, como se puede observar en la Figura 24A, al aumentar la cantidad de proteína, 

la cantidad de DNA libre comenzó a disminuir; sin embargo, no se logró formar un complejo 

DNA-Proteína claramente definido, a pesar de que la concentración de proteína empleada 

fue 10 veces mayor (5.3 µM) que la necesaria para formar un complejo DNA-Proteína con 

SCO3375 (0.5 µM).  Con la prueba de DNA superenrollado sí se observó la formación de 

complejos, la cual fue dependiente de la concentración de proteína (Figura 24B). Un 

aspecto interesante para considerar es la cantidad de proteína requerida para la formación 

de complejos fue mayor a la requerida con las proteínas SCO3375 y SCO4076. El dominio 

Dom.Lsr2 también se pudo unir a ssDNA (Figura 24C), y en la comparación de la afinidad 

a la unión de DNA lineal o circular (Figura 24D), se muestra que el retardo ocurre de la 

misma manera en ambas muestras, similar a lo ocurrido con las proteínas Lsr2 de S. 

coelicolor. 

Estos datos revelan que el dominio Dom.Lsr2 de la metilasa M.SalI sí pudo por sí solo 

unirse a DNA in vitro, que su unión fue dependiente de la longitud del fragmento, y que la 

secuencia de reconocimiento fue inespecífica. Estos resultados sugieren la posibilidad que 

este dominio sea importante para la actividad total de la metiltransferasa M.SalI.  
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Figura 24. Unión del dominio Dom.Lsr2 a DNA. Se observa la formación de complejos 

DNA-proteína mediante retraso en el corrimiento con concentraciones crecientes de la 

proteína Dom.Lsr2. Los DNAs utilizados fueron A) Fragmento de 23pb B) Fragmento de 

DNA superenrollado, pUC19. C) ssDNA, M13mp18. D) DNA lineal y circular, pUC19. 
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8.16 Segregación y condensación de las esporas en la cepa mutante Δsco3375. 

 
Lsr2 es una proteína esencial en M. tuberculosis, pero no en la especie relacionada (no 
patógena) M. smegmatis (Le Moigne et al., 2019), en la cual una cepa mutante sin Lsr2 
presenta un efecto pleiotrópico.  Cepas de S. coelicolor mutantes en las NAPs reportadas 
hasta ahora presentan aberraciones en la condensación y segregación del cromosoma, así 
como afectaciones, en la producción de antibiótico, en la viabilidad celular y en la 
esporulación. 
Con el objetivo de conocer la funcionalidad de los genes en la viabilidad, desarrollo y 

segregación del cromosoma, se analizaron las cepas mutantes en los genes que codifican 

proteínas Lsr2 de S. coelicolor.  

Debido a los resultados descritos anteriormente de los efectos por la deleción del gen 
sco3375 (afectaciones en la esporulación, en la viabilidad, y en la producción de 
antibióticos) nos interesamos en determinar si también se presentaban defectos en la 
organización del cromosoma durante la esporulación, como se ha descrito anteriormente 
para otras NAPs. Por lo cual se realizó una tinción de los cromosomas de Streptomyces 
con DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol) y se observaron bajo microscopía de fluorescencia 
(Figura 27).  Inicialmente se analizó el contenido de DNA en las esporas (n > 2000), 
obteniendo un porcentaje mayor de esporas anucleadas en la cepa Δsco3375, de 4.5% 
respecto de la cepa silvestre M145. Cuando se añadió tioestreptón al medio el porcentaje 
de células anucleadas bajó a 1%. También se midió el área del nucleoide de las cepas, y 
se observó que la cepa silvestre presentó un nucleoide más compacto respecto a la mutante 
Δsco3375 con un promedio de 0.30 µm2 y 0.46 µm2 respectivamente. En la figura 25 se 
presenta la distribución de las áreas de los nucleoides por cada cepa y se observa como 
en la cepa Δsco3375 se encuentra en la región de mayor tamaño.  

 

Figura 25. Distribución del área de los nucleoides de las cepas M145, Δsco4076, 

Δsco3375 y Δsco3375 crecida con tioestreptón. Se midió el área de 600 esporas por cada 

cepa. 
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Cuando comparamos la longitud de la espora se encontró que la distribución se mantenía, 
el promedio de la longitud de las esporas fue 0.75 µm para las esporas silvestres y 0.9µm 
en la cepa Δsco3375. En la gráfica de cajas (Figura 26) se muestra que las longitudes de 
las esporas son estadísticamente diferentes, y que al añadir tioestreptón el fenotipo no fue 
restituido al fenotipo silvestre, algo que ya se había observado en la prueba de resistencia 
a la temperatura y al SDS. 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 26. Distribución de la longitud de las esporas de las cepas M145, Δsco4076, 

Δsco3375 y Δsco3375 crecida con tioestreptón. Los datos son presentados como 

diagrama de caja. El número de esporas medidas fue superior a 500 para cada cepa. Los 

bigotes representan los percentiles al 5% y 95%. Todos los valores P fueron calculados 

utilizando una prueba de t de una cola (*P < 0.001). 
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Figura 27. Influencia de la deleción del gen sco3375 en la segregación del cromosoma, 

tinción del DNA con DAPI. A) S. coelicolor M145, con el plásmido vacío pIJ6902. B) 

Mutante Δsco4076. C) Mutante Δsco3375 sin tioestreptón. D)  Mutante Δsco3375 con 

tioestreptón. Las esporas anucleadas están señaladas con una flecha.  

La barra de escala: 2 μm. 
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8.17 Construcción de mutante nula ΔSli_3719. 

S. lividans es una especie cercanamente relacionada a S. coelicolor, inclusive a nivel 

genómico, aunque presentan algunas diferencias fisiológicas y morfológicas (Lewis et al.,  

2010). Para investigar el papel del gen homólogo a sco3375 en S. lividans (Sli_3719) se 

realizó la deleción en la cepa silvestre S. lividans 1326 (Figura 28). Interesantemente este 

gen se pudo eliminar fácilmente del cromosoma en S. lividans 1326, aún en ausencia de un 

gen que lo complementara en trans, a diferencia de lo observado en S. coelicolor.  

Para detectar las alteraciones putativas en la producción y/o en el desarrollo morfológico 
de S. lividans, la cepa mutante ΔSli_3719 fue comparada con la cepa silvestre. Las dos 
cepas fueron crecidas en distintos medios solidos complejos (R2YE, LB, NA, GYM) a 30°C. 
La cepa ΔSli_3719 no mostraba diferencias en el desarrollo morfológico en comparación 
con la cepa silvestre. Sin embargo, sí se mostró un aumento en la producción de antibióticos 
en todos los medios probados (Figura 29).  
 
 

 

 

Figura 28. Verificación de la mutación del gen Sli_3719 en S. lividans. Carril 1.- marcador 

de peso molecular, el carril 2 corresponde al gen Sli_3719 amplificado de la cepa silvestre 

(530 pb), carril 3 al gen Sli_3719 eliminado y sustituido por el cassette de resistencia a 

apramicina (1.6 kb). 
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Figura 29. Fenotipo de las cepas S. lividans 1326, ΔSli_3719 crecidas a 30ºC durante 6 días. Los medios empleados fueron 

medios complejos; R2Y3, LB, NA y GYM.  
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También se realizó la comparación del tamaño de los nucleoides de la cepa silvestre S. 

lividans 1326 y su derivada mutante ΔSli_3719 (Figura 30). En este análisis se consideró la 

longitud del nucleoide, por lo cual la longitud de 600 nucleoides fue determina para cada 

cepa. El promedio de la longitud para la cepa silvestre fue de 0.75 μm y la cepa ΔSli_3719 

corresponde a 0.93 μm. También en la distribución de los nucleoides se observa como 

existe una mayor distribución en las longitudes de mayor tamaño en la cepa ΔSli_3719. 

Esto se ve reflejado en el número de nucleoides presentes en los compartimentos pre-

espora en un intervalo dado en la hifa esporogénica.  Por ejemplo, S. lividans 1326 presenta 

10 nucleoides en un intervalo de 12 μm y la mutante tiene 8 nucleoides en el mismo 

intervalo.  

 

Figura 30. El histograma muestra la distribución de la longitud de los nucleoides de las 

cepas S. lividans 1326 y mutante, ΔSli_3719. 600 esporas fueron medidas por cada cepa. 

El histograma fue realizado graficando los porcentajes de nucleoides por intervalos de 

mm, a través de 0.3 a 1.6 μm. 
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Figura 31. Perfiles de florescencia de los nucleoides teñidos. A) S. lividans 1326, B) cepa 

mutante ΔSli_3719. Las imágenes empleadas para determinar los perfiles, son mostradas 

a un costado de la gráfica de florescencia relativa a través de una distancia de 12 μm.  

La barra de escala: 2 μm. 
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También se realizó la medición de las esporas de las cepas S. lividans 1326 y mutante 

ΔSli_3719, observándose que el promedio de la longitud de las esporas fue 0.85µm para 

las esporas silvestres y 1.1 µm en la cepa ΔSli_3719. En la figura 32 se muestra la gráfica 

de cajas de la distribución de las longitudes, y presenta una diferencia estadística.  

 

Figura 32. Distribución de la longitud de las esporas de las cepas S. lividans 1326 y 

mutante ΔSli_3719. Los datos son presentados como diagrama de caja. El número de 

esporas medidas fue superior a 500 para cada cepa. Los bigotes representan los 

percentiles al 5% y 95%. Los valores P fueron calculados utilizando una prueba de t de 

una cola (*P < 0.001). 
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9. Discusión. 

Se ha estudiado ampliamente la proteína Lsr2 en Mycobacterium, sin embargo, las 

proteínas Lsr2 de Streptomyces coelicolor representan una oportunidad para explorar la 

contribución fisiológica en una bacteria con desarrollo complejo.   

Dado que el genoma de S. coelicolor muestra que existen dos genes que codifican 

proteínas Lsr2, cabría la posibilidad de que éstas tuvieran un papel redundante en la célula. 

Sin embargo, los fenotipos observados en las mutantes obtenidas en este trabajo, no 

correspondieron con dicha hipótesis. La obtención de la cepa mutante Δsco4076 fue 

relativamente sencilla, a diferencia de la mutante Δsco3375, en la cual solo se pudo eliminar 

el gen silvestre del cromosoma teniendo una copia extra clonada, sugiriendo la esencialidad 

del gen sco3375. Además, este gen se encuentra localizado cerca de dos genes con una 

actividad similar ATPasa (sco3373), similar a Mycobacterium en el cual el gen lsr2 está 

situado adyacentemente a la subunidad ATPasa del complejo proteasa Clp (Summers et 

al., 2012), mientras que en el contexto genético de sco4076 no se encuentra ninguna 

proteína con esa actividad. Sugiriendo que si existe una relación de ortólogos ocurre entre 

lsr2 de Mycobacterium y sco3375.   

En un análisis del el fosfoproteoma de S.  coelicolor, se identificó a la proteína SCO3375 

como una fosfoproteína (Parker et al., 2010). La treonina que puede ser fosforilada se 

encuentran en todos los Streptomyces, mientras que todos los homólogos de SCO4076 

presentan una prolina en esa posición, la cual no es considerada como un blanco para 

fosforilación.  Hasta el momento no se conoce cuál es la función de la fosforilación, pero se 

ha sugerido como un método de regulación conservado evolutivamente.   

La morfología de la mutante sco4076 no presentó un defecto en el desarrollo, siendo muy 

diferente a los resultados esperados por las proteínas NAPs ya caracterizadas en 

Streptomyces como DdbA, sIHF, HupS, las cuales presentan defectos en la esporulación. 

La resistencia a temperatura y SDS fue el único fenotipo observable de la cepa Δsco4076 

ya que a los 60 minutos a 60°C sobrevivían un porcentaje de 3.5% de las esporas; sin 

embargo, los porcentajes de viabilidad son superiores a los presentados en las cepas 

ΔhupS en la cual solo sobrevivieron 0.1% a 60°C durante 60 minutos, mientras que en la 

cepa ΔsIHF a los 20 minutos ya no sobreviven (Salerno et al., 2009; Yang et al., 

2012; Swiercz et al., 2013).  La sensibilidad a una alta temperatura y a un detergente, podría 

deberse a alteraciones en la membrana de la espora, de forma similar a lo que ocurre con 

los niveles de expresión de hupS que son mayores en esta etapa. 

Debido a los resultados de la mutante en el gen sco3375 se sugiere como un gen esencial 

en S. coelicolor, ya que solo pudo ser deletado del cromosoma en presencia de una copia 

extra. Curiosamente, en S. lividans el gen homólogo pudo ser eliminado, por lo que la 

indispensabilidad de esta proteína Lsr2 podría ser dependiente de la cepa de Streptomyces. 

Recientemente se identificó que la proteína Lsr2 y Hu interaccionan físicamente (Datta et 

al., 2019) y el complejo HU-Lsr2 es un regulador de la expresión génica. Además, se mostró 

que las propiedades de unión a DNA diferían como complejo respecto a las proteínas 
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independientes.  Por lo tanto, una posible asociación con otras proteínas podría ser una 

explicación a la diferencia observada entre S. coelicolor y S. lividans.  

Las proteínas H-NS y StpA de E. coli y MvaT y MvaU de P. aeruginosa probablemente 

forman complejos homoméricos y heteroméricos por medio de su extremo N-terminal 

(Dorman, 2004; Li, 2009), por lo cual se puede sugerir que en Streptomyces las proteínas 

puedan formar complejos heteroméricos, ya que los complejos homoméricos fueron 

identificados en las proteínas Lsr2 de Streptomyces.  

La mutante sco3375 tiene una importante contribución en el desarrollo de Streptomyces y 

en el metabolismo secundario, además también es indispensable en el crecimiento y en la 

viabilidad. La deleción de sco3375 produce defectos en la compactación del cromosoma, 

en la segregación y en la producción de antibiótico. Además, al igual que otras proteínas 

está involucrada en la dinámica del cromosoma, y su función es más evidente durante la 

esporulación, ya que es en esta etapa en donde ocurre la compactación y la segregación. 

El fenotipo del aumento en el área del nucleoide de la mutante sco3375 se ha observado 

en mutantes de NAPs en S. coelicolor tales como SMC (Kois et al., 2009), HupS (Salerno, 

2009), DpsA (Facey et al., 2009), y sIHF (Swiercz et al., 2013).  

Las mutantes hupS son deficientes en la condensación del cromosoma, y presentan una 

pigmentación reducida de esporas, sin embargo, el contenido de DNA está apropiadamente 

segregado en las esporas, a diferencia de la mutante sco3375. Las mutaciones en smc no 

afectan la forma de las esporas, pero sí incrementan el porcentaje de esporas anucleadas 

(7.5%), que es mayor al observado para la cepa sco3375 (4.5%). Mutantes dpsA presentan 

variación en el tamaño de la espora y también defectos en la condensación del cromosoma, 

como sco3375; sin embargo, no presentan esporas anucleadas.  

También se observó que la producción de antibióticos (ACT y CDA) fue reducida en la 

mutante sco3375, respecto a la cepa silvestre, durante el crecimiento en medio sólido. Esto 

fue similar a lo que se había observado en la cepa mutante sIHF, la cual es considerada 

como una proteína que rige la dinámica del cromosoma.  

Muchas de las NAPs caracterizadas se unen a una secuencia de DNA específica, ya sea 

una secuencia consenso, una secuencia con cierto contenido AT o DNA con una estructura 

definida. Por ejemplo secuencias consenso han sido identificadas para IHF y Lrp (Hales et 

al.,1994; Cui et al., 1995), mientras que la proteína HU se une preferencialmente a DNA 

con “gaps” y “nicks” (mellas) (Balandina et al., 2002; Swinger,  2007), adicionalmente H-NS, 

Lsr2 y Fis se unen a secuencias de DNA rico en AT (Gordon et al., 2008; Kahramanoglou 

et al., 2011). 

Las capacidades de unión de las proteínas SCO3375 y SCO4076 a fragmentos de DNA de 

diferentes longitudes fueron determinadas y los EMSAs mostraron que estas proteínas 

pueden unirse a DNA de cadena sencilla y doble, y que la unión se realiza de manera 

independiente de secuencia. Bajas concentraciones de las proteínas son requeridas para 

retrasar la corrida electroforética de muestras de DNA grandes (2,900 pb) más que las 

pequeñas (23 pb). Esto podría indicar que actúan de una forma cooperativa en la unión o 
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que estas proteínas prefieren la estructura de DNA que está inherente en los fragmentos 

largos de DNA. 

La metiltransferasa M.SalI presenta un dominio Lsr2 poco conservado dentro de las 

metilasas de sistemas de modificación restricción de tipo II dependientes de S-adenosil 

metionina (SAM). Este caso es particular ya que existen pocos reportes en Streptomyces 

en los cuales una proteína se encuentre involucrada en varias funciones.  La proteína DksA 

de S. coelicolor presenta un extremo N-terminal de unión a DNA tipo histona y un extremo 

C-terminal con dominio DksA que puede potencialmente modular la actividad de la RNA 

polimerasa en conjunción con ppGpp (Aldridge et al., 2013). Debido a su extremo N-terminal 

la proteína puede unir y condensar DNA in vitro. 

El dominio Lsr2 de la proteína M.SalI fue capaz de unir al DNA de manera independiente 

de secuencia, y no presentó preferencia respecto a la topología. Dado que el dominio Lsr2 

de la metilasa fue funcional, es probables que se encuentre involucrado en la actividad total 

de esta enzima, contribuyendo a la unión de la misma al DNA. 

Distribución de los genes lsr2 en fagos. 

Como se mencionó anteriormente los ortólogos de los genes lsr2 se encuentran 

ampliamente distribuidos en las actinobacterias. Además, genes que codifican proteínas 

Lsr2 también se han descrito en actinofagos. Esto representa una diferencia con las 

proteínas H-NS, las cuales, aunque se han reportado genes que las codifican en plásmidos 

(Doyle, 2007), han sido escasamente reportado en los genomas de los fagos (Skennerton, 

2011). Las secuencias que se localizan en los genomas de los fagos, mayoritariamente, 

acarrean solo el dominio de oligomerización H-NS, el cual es capaz de desrreprimir genes 

bajo el control transcripcional de la proteína H-NS del hospedero.   

Realizando un análisis de BlastP con las secuencias Lsr2 de Streptomyces contra la base 
de datos de actinofagos (Russell & Hatfull, 2017), se identificaron 364 secuencias con un 
e-value ≤ 0.001. (Figura 33). Como se observa, existe una mayor cantidad de proteínas 
Lsr2 en fagos de Mycobacterium y puede deberse a que la mayoría de los genomas en la 
base de datos actualmente corresponden a micofagos. 
 
Un aspecto interesante era identificar en qué fagos se encontraban más frecuentemente 
las secuencias lsr2, si en fagos virulentos o temperados, por lo cual se clasificaron los fagos 
analizados como virulentos o lisogénicos, considerando como fagos lisogénicos, aquellos 
que al menos contuvieran una integrasa, resolvasa o recombinasa en su genoma. Se 
determinó que el 75% corresponden a fagos con un ciclo de vida lisogénico y 25% a fagos 
virulentos. Un dato a considerar es lo que ocurre con los fagos de Streptomyces, en los 
cuales, en algunos casos se encontraban, dos copias de los genes lsr2, y particularmente 
estos fagos fueron clasificados como virulentos.  
 
Por lo tanto, se puede considerar que la distribución de los genes lsr2 se favorece en fagos 
lisogénicos. Esto podría estar relacionado con que las proteínas u homólogos a Lsr2 
pueden reemplazar a proteínas represoras del fago, como se ha observado en 
Corynebacterium. Y también, que fagos virulentos codifiquen proteínas Lsr2 en su genoma 
podría significar una adaptación mutua entre las proteínas Lsr2 de las cepas hospederas y 
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las de los fagos. Esto puede ser justificado por la acción de una proteína tipo H-NS 
codificada por el fago EPBR (Skennerton et al., 2011) el cual tiene como potencial silenciar 
el 6% del genoma del hospedero, incluyendo el sistema CRISPR-Cas y mecanismos de 
modificación y restricción. 
 
 
  
 

 

Figura 33.  Se observa la distribución de las secuencias lsr2 en actinofagos. La grafica de 

barras muestra la frecuencia de los ortólogos codificados por genes lsr2 (n= 364) que 

fueron predichos por BlastP (e-value ≤ 0.001) a través de varios ordenes de actinofagos. 
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10. Conclusiones  

Los genes sco3375 y sco4076 no codifican proteínas redundantes, ya que el gen sco4076 

puede ser deletado del cromosoma sin afectar el desarrollo de S. coelicolor, mientras que 

el gen sco3375 solo puede ser eliminado del cromosoma en presencia de una copia extra 

codificada en un plásmido, evidenciando que ese gen es esencial en S. coelicolor.  

Las proteínas Lsr2 de S. coelicolor, SCO3375 y SCO4076, forman complejos oligoméricos, 

y poseen función de unión a DNA, de manera secuencia inespecífica, pero sí dependiente 

de la longitud. Además, no muestran una preferencia respecto a la topología lineal o circular 

del DNA.  

El Dominio Lsr2 encontrado en la metiltransferasa M.SalI puede unirse al DNA de cadena 

sencilla y doble, también depende de la longitud del DNA y no tiene una preferencia 

respecto a la topología lineal o circular del DNA.  
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