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1. Resumen

Las proteinas asociadas al nucleoide (NAPs) tienen un bajo peso molecular, en su mayoria
basicas, con habilidad de union a DNA; éstas contribuyen importantemente en la estructura
del nucleoide y estan involucradas en la compactacion del cromosoma, donde estan
implicadas en la replicacién, recombinacion y en la regulacién de la expresién génica.

La proteina 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 biosintesis de la membrana celular y funciones
metabdlicas en Mycobacterium smegmatis. Ademas, una mutante nula Isr2 en M.
smegmatis muestra una morfologia afectada de la colonia y reduccion en la formacion de
biofilm. Por otra parte, el gen Isr2 de M. tuberculosis no puede ser deletado del cromosoma,
sugiriendo que ese gen es esencial.

La proteina Lsr2 no presenta similitud en secuencia ni estructural con las proteinas H-NS
(Histone-like Nucleoid Structuing protein), pero presenta propiedades bioquimicas analogas
y es funcionalmente intercambiable con H-NS de E. coli. Proteinas homologas 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 proteinas Lsr2-like, codificadas por los genes sco3375 y
sc04076, sin embargo, estas proteinas no han sido caracterizadas. Ademas, un dominio
homologo a Lsr2 se encuentra localizado en el extremo C-terminal de la proteina
metiltransferasa Sall de S. albus, pero este dominio no se encuentra en metilasas de DNA
homodlogas.

Nuestros resultados muestran que una de las proteinas Lsr2 en S. coelicolor, SCO3375 se
encuentra asociada al nucleoide y tiene una contribucién importante en la condensacion y
segregacion del cromosoma durante la esporulacién de Streptomyces. In vitro, las proteinas
Lsr2 se unen al DNA de manera dependiente de la longitud e independiente de la secuencia,
sin ninguna preferencia estructural aparente. Ambas proteinas de Streptomyces (SCO3375
y SC04076) muestran formacion de estructuras homodiméricas en ensayos de cross-
linking. También observamos que el dominio Lsr2 presente en el extremo C-terminal de la
metiltransferasa Sall 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 sobreproduccion de antibidticos. Una
mutante nula sco3375 en el cromosoma, pero con una copia extra del gen clonada en un
plasmido integrativo de bajo nimero de copias (plJ6902), presenta un nucleoide menos
compacto respecto a la cepa silvestre de S. coelicolor M145, ademas de un aumento en la
produccion de esporas anucleadas en las cadenas de esporas. Esta cepay la cepa mutante
sco4076 son deficientes en la resistencia a calor y en la pigmentacion de la espora, asi
como también més sensibles a detergentes.



2. Introduccion

2.1 Streptomyces.

El género Streptomyces esta constituido por bacterias filamentosas Gram-positivas, y
pertenece al filo de las actinobacterias que presentan una morfologia 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 topologia lineal
con un tamafio de 8.7 Mpb y con un contenido aproximado de 73% de G + C en el DNA
(Bentley, 2002). Adicionalmente posee 3 plasmidos, SCP1 (lineal, 356 KB), SCP2 (circular,
31 Kb), y SLP1 (17 Kb), el cual se encuentra integrado en el cromosoma. La topologia
lineal del cromosoma no es comun 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 region centro o
“core” la cual se extiende desde la posicién ~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 region donde se localizan mayoritariamente los genes que
codifican proteinas esenciales, tales como las involucradas en la replicacion de DNA,
transcripcion, traduccion, o division celular. La region central es flanqueada por dos brazos,
en los cuales se localizan los genes que codifican normalmente para proteinas 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 progresion a través de distintas
etapas diferenciadas. El ciclo inicia con la germinacién de una espora. Los tubos
germinales crecen por medio de extension apical y se ramifican, llegando a formar redes
densas de micelio vegetativo compacto. La deplecidn de nutrientes, y posiblemente otros
estimulos desencadenan la formacién de un segundo tipo celular; las hifas aéreas, las
cuales emergen del micelio vegetativo. Las hifas aéreas también crecen por extension
apical, sin embargo, no se ramifican. La elongacion de las hifas aéreas se detiene y
comienza la septacién dando como resultado la formacién de cadenas de esporas.
Coincidiendo con la septacion, los cromosomas son condensados y segregados, en donde
cada preespora recibira una copia del cromosoma (McCormick, 2012).

Cada preespora debe madurar, culminando en el ensamblaje de una gruesa pared, lo cual
significa una remodelacion del peptidoglicano original (Haiser, 2009), también se realiza la
proteccion del nucleoide con la asociacién de proteinas (Facey, 2009) y la formacion 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 diferenciacion del micelio vegetativo al micelio aéreo coincide con la sintesis de los

metabolitos secundarios, de los cuales muchos presentan actividad antibiética. El analisis

de la secuencia del cromosoma de S. coelicolor ha permitido la identificacién de al menos
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29 agrupamientos o “clusters” de genes (aproximadamente el 4.5 % del genoma)
relacionados con la biosintesis de enzimas del metabolismo secundario (Liu, 2013). Tres
de los clusters mencionados se conocian antes de la secuenciacion del genoma y
corresponden a las rutas biosintéticas de los antibi6ticos actinorrodina (ACT) el cual da el
color azul caracteristico del organismo, undecilprodigiosina (RED) de color rojo y el
antibidtico dependiente de calcio (CDA). S. coelicolor A3(2) produce ademas un antibiotico
denominado metilenomicina cuyos genes biosintéticos estan localizados en el plasmido
SCP1 (Bentley et al., 2002; Bentley et al., 2004: Yepes, 2011).

2.3 Dindmica del DNA durante la esporulacién de S. coelicolor.

En la mayoria de los casos, las bacterias unicelulares contienen una copia del cromosoma
circular empaquetado dentro de un nucleoide, y la replicacién del DNA, la condensacion
del cromosoma y la segregacion, ocurren simultaneamente (Hirano, 2002). Las proteinas
asociadas al nucleoide involucradas en estos procesos, han sido ampliamente estudiadas
en organismos como E. coli y Bacillus subtilis (Errington, 2003), pero no asi 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. Mas
tarde, en el micelio aéreo existen nucleoides grandes y elongados que se encuentran en
multiples copias en los compartimentos (Hopwood & Glauert, 1960). Después del inicio de
la constriccion 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 Proteinas asociadas a nucleoide.

Debido a la accion combinada de varios factores, las bacterias compactan su DNA en una
estructura condensada, aunque dinamica. La organizacion del nucleoide estd mediada a
través del agrupamiento molecular y la funcién de varias proteinas. Estas proteinas
incluyen las topoisomerasas, las RNA polimerasas, y también las proteinas asociadas al
nucleoide (NAPS).

Las proteinas asociadas a nucleoide, se unen mayoritariamente al DNA de manera
inespecifica, aunque algunas se unen a regiones especificas. Se ha evidenciado que
existen uniones preferenciales a secuencias ricas en AT, un ejemplo de éstas son las
secuencias promotoras. Tipicamente cubren de 10 a 30 pb de DNA en los sitios de union,
deformando localmente el DNA, dependiendo de la NAP en particular.

El impacto dentro del nucleoide se debe a que pueden modular la estructura dinamica y
contribuyen en la compactacion del mismo a través de flexion, formacion de puentes y
empaquetamiento del DNA cromosomal. La formaciéon de puentes es relevante no soélo
para la compactacion del DNA, sino también en la regulacion de la transcripcion.



Azam en 1999 describié que la abundancia de NAPs varia con respecto a la fase de
crecimiento en E. coli. Durante el crecimiento exponencial las NAPs méas abundantes
incluyen a FIS (Eactor 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 privacion nutricional, los niveles de NAPs decaen,
mientras que Dps (DNA-binding protein from starved cells) e IHF incrementan y son las
proteinas mas abundantes en el nucleoide. Debido a su alta abundancia intracelular y a
sus propiedades de union al ADN, se cree que estas cuatro proteinas son los elementos
mas importantes en la organizacion y compactacion del cromosoma bacteriano.

En un estudio protedmico de las proteinas de union al nucleoide en Streptomyces,
Bradshaw (2013) determind 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 Condensacion del cromosoma durante la esporulacién de S. coelicolor.

Después de la segregacién del cromosoma y la septacion, el DNA dentro de las
preesporas se condensa. Las proteinas asociadas al nucleoide (NAPs) desempefian un
papel importante dentro de este proceso, y al menos 4 clases de estas proteinas se han
estudiado en S. coelicolor; SMC (structure maintenance of chromosomes), HU, IHF, Dps.

Las SMC son proteinas que se encuentran en eucariontes, procariontes y arqueas, y su
funcion esta involucrada en la organizacion del cromosoma. Las proteinas SMC, ScpA 'y
ScpB de S. coelicolor comparten identidad extensa con proteinas ortélogas de otras
bacterias. Los 3 genes codificantes de las proteinas estan presentes en todas las cepas
de Streptomyces secuenciadas. Probablemente, el complejo SMC/ScpA/ScpB
interacciona de manera inespecifica con el DNA, y cuando los complejos interaccionan
entre ellos provocan la condensacion.La proteina no es esencial, pero mutantes nulas de
SMC generan efectos en la compactacion del nucleoide, y ademas exhiben efectos en la
segregacion del cromosoma, formando 7% mas de esporas anucleadas en comparacion
con la cepa silvestre. Esto es similar a otras especies bacterianas como B. subtillis o
Caulobacter crescentus. Ademas, mutantes nulas de estos genes presentan mayor
susceptibilidad al dafio al DNA por diversos agentes y una menor resistencia a la
temperatura (Dedrick et al., 2009; Kaois et al.,2009).

Las HU son proteinas de peso molecular pequefio y cargadas positivamente. E. coli y
Salmonella poseen 2 homélogos (HUa y HURB). Los homodiméros HUa/a predominan en la
fase vegetativa de crecimiento, y los heterodiméros HUa/3 aumentan su expresiéon durante
la fase estacionaria o choque térmico. Las proteinas HU se unen preferencialmente a DNA
estructuralmente curvado mas que a una secuencia especifica (Shimizu, 1995).

S. coelicolor codifica dos proteinas HU-like (Bentley et al., 2002): HupA (SC02950) y HupS
(SCO5556). La expresion de HupA se detecta predominantemente durante el crecimiento
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vegetativo, mientras que la expresion de HupS se induce durante el desarrollo de las hifas
areas y la esporulacion, donde tiene un papel en la compactacion del nucleoide en la
espora (Salerno, 2009). Mutantes hupS presentan una menor pigmentacion respecto a la
cepa silvestre y son mas sensibles al calor, mientras que una cepa AhupA de S. lividans
tiene un crecimiento mas lento en medio liquido (Yokoyama et al., 2001).

El IHF fue una proteina originalmente identificada por estar involucrada en la integracion
del fago A en E. coli. Posteriormente se determind su participacién en la expresién genética
y la recombinacion sitio-especifica (Haniford, 2006). La proteina IHF presenta dos
subunidades, IHFa e IHFB. La interaccion de IHF con el DNA se establece por las cargas
positivas que recubren la superficie de la proteina y, aunque se ha establecido la existencia
de una secuencia consenso de unién al DNA (Ali et al., 2001), esta unién también puede
ser inespecifica.

S. coelicolor presenta una proteina equivalente funcional, sIHF. Una cepa mutante en sihf
presenta defectos en la compactacién del cromosoma, en la segregaciéon y en la produccion
de antibiéticos. En ensayos in vitro se ha determinado que la unién al DNA se realiza de
manera secuencia inespecifica, y ademas la afinidad de la proteina sIHF al DNA esta
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 asociacibn al nucleoide
comprimiéndolo y protegiéndolo de posibles dafios, cuando las células se encuentran en
un ambiente de presion o esporulacion (Karas, 2015). Las proteinas Dps se encuentran en
casi todas las bacterias. Son proteinas de aproximadamente 19 kDa. Se unen al DNA de
manera inespecifica, y pueden causar un alto grado de compactacion lo cual contribuye a
la proteccién del DNA. S. coelicolor presenta 3 homélogos a las proteinas Dps; DpsA, DpsB,
DpsC relacionadas cercanamente al desarrollo. Estas proteinas, aunque conservan una
estructura cuaternaria similar, difieren en la composicibn de sus aminoacidos. En
experimentos in vitro se ha mostrado que la proteina DpsB no forma complejos
oligoméricos. La diferencia en la longitud y la composicién de aminoacidos de las tres
proteinas refleja la diferencia en la funcion de las proteinas. Algunas condiciones de estrés,
estimulan la expresion de las proteinas Dps. Hay diferencias en la prevalencia de las
proteinas en Streptomyces, siendo DpsB la mas comun dentro del género Streptomyces
(Facey, 2009).

2.6 La familia de proteinas H-NS.

Los miembros de la familia de las proteinas H-NS se encuentran ampliamente distribuidos
en bacterias Gram-negativas. A diferencia de varias proteinas asociadas al nucleoide, la
proteina H-NS presenta un punto isoeléctrico neutro, pero contiene regiones donde las
cargas de los aminoacidos permiten la interaccion con el DNA. Las proteinas estan
involucradas en la regulacion de la transcripcién génica, el silenciamiento de genes
adquiridos lateralmente y también en el empaguetamiento del DNA. La unién de H-NS se
realiza de manera secuencia-independiente, pero reconoce el DNA curvo Yy
preferentemente a regiones ricas en AT (Lim, 2012).

5



La proteina H-NS presenta 3 componentes estructurales; un dominio de dimerizacién/
oligomerizacion N-terminal, un dominio C-terminal con capacidad de union a &cidos
nucleicos, y una region flexible entre ambos, lo que permite la actuacion de forma
independiente de ambos dominios (Esposito, 2002). El dominio de oligomerizacién es una
region bastante conservada dentro de los distintos miembros de la familia de proteinas H-
NS, sin embargo, su grado de conservacion es inferior al dominio C-terminal de unién a
acidos 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 proteinas 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 proteina Lsr2 la cual es una proteina analoga
funcional de H-NS. Lsr2 no presenta identidad de secuencia con H-NS de E. coli. El dominio
de oligomerizacion de H-NS es alargado y completamente helicoidal, el dominio
equivalente de Lsr2 es globular y esta compuesto en su mayor parte por laminas 3
(Summers, 2012). El dominio C-terminal de H-NS no comparte ninguna homologia
estructural con Lsr2, excepto un motivo corto que esta involucrado en la interaccion con el
DNA rico en AT (Gordon, 2008; Gordon, 2010).

Adicionalmente, las proteinas H-NS y Lsr2 intercalan un loop especifico de la proteina en
el surco menor del DNA. Para H-NS este loop esta contenido en su motivo canénico
(TWTGX1GX2X3P), donde la secuencia X1:GXz (normalmente QGR) forma una estructura
conocida como “AT-hook” (Teramoto, 2010). La proteina 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 origenes de
Lsr2 y H-NS son distintos y sus similitudes funcionales son el resultado de evolucion
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 Isr2 en M. smegmatis y viceversa (Gordon, 2008; Gordon, 2011).

2.7 La proteina Lsr2 de Mycobacterium tuberculosis.

Lsr2 (leprosy serum reactive clone 2) se identificé inicialmente como un potente antigeno
para las células T, en una blsqueda de clonas positivas que reaccionaran con los sueros
de pacientes con lepra (Laal, 1991).

La proteina 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 proteina de union
a DNA en 2007 en un estudio de regulacion transcripcional de tolerancia a farmacos, en M.
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tuberculosis H37Rv (Colangeli et al., 2007). En otro estudio bioquimico, la interaccion 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), ademas de formar complejos largos con el DNA
conforme el tamafio del DNA aumentaba, y no presentd una union preferencial a DNA curvo
0 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 ort6logos de Lsr2 se encuentran presentes en todos los genomas secuenciados del
género Mycobacterium. Los homodlogos de Lsr2 también estdn presentes en otros
actinomicetos tales como Streptomyces, Nocardia y Rhodococcus (Chen et al., 2006).

Una mutante Isr2::Tn de M. smegmatis muestra una morfologia alterada de sus colonias y
es defectuosa en la biosintesis de micolil-diacilgliceroles. Ademas, se produce una elevada
cantidad de otros lipidos de la pared celular, los glicopéptidolipidos. Esto sugiere que Lsr2
esta involucrado en la biosintesis de los lipidos micobacterianos de la pared celular y los
fenotipos asociados con las mutaciones Isr2, como la formaciéon de biopelicula y la
motilidad de deslizamiento, son probablemente las consecuencias de la alteracion de la
composicion de la pared celular (Chen, 2006; Kocincova, 2008).

La mayoria de las actinobacterias tiene s6lo una proteina homaéloga a Lsr2. Sin embargo,
en algunos casos este numero es mayor, como en Rhodococcus josti RHAL y
Amycolatopsis mediterranei S699, que tienen 9 y 7 proteinas similares a Lsr2,
respectivamente (Pérez-Rueda et al., 2015).

El genoma de Streptomyces es particularmente grande y codifica una alta proporcién de
reguladores transcripcionales en comparacioén con otras especies por lo que es posible
gue también contenga mas NAPs: la duplicacion de genes dentro de este linaje ha
generado 2 parélogos de HU, 2 de Lsr2 y 3 de Dps (Facey et al., 2009).

2.8. Las proteinas Lsr2 en Streptomyces coelicolor.

Los genes Isr2 se encuentran ampliamente distribuidos en todos los genomas
secuenciados de Streptomyces, los cuales presentan las dos copias. La abundancia de las
proteinas Lsr2 también se presenta en los genomas secuenciados de algunos actinofagos.
Como se menciond anteriormente en el genoma de S. coelicolor existen dos genes
paralogos que codifican proteinas Lsr2: sco3375 y sco4076.



2.8.1 SCO3375.

Bradshaw (2013) identificé un conjunto de 24 proteinas con una alta probabilidad de union
a DNA, basandose en los criterios de abundancia (Ishihama, 2005) y en la prediccion de
unién a DNA (puntuacion de DNAbinder, (Kumar, 2007)). Entre las proteinas identificadas,
la proteina SCO3375 se observaba de manera relativamente abundante, pero en cantidad
menor a las proteinas sIHF o HupA, ademas de encontrarse en cantidades menores a lo
esperado para las proteinas H-NS. Sin embargo, esto pudo deberse a las condiciones en
las que fueron probadas.

Kim (2015), identific6 factores de transcripciobn que pueden controlar directamente la
transcripcién de los genes ssg especificos de esporulacion, 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 unia al fragmento promotor ssgB. La proteina SsgB es
responsable de reclutar a FtsZ a la pared de las hifas que se van a convertir en esporas
para comenzar la division celular esporogénica (Noens et al., 2005).

La proteina SCO3375 posee 55.45% de identidad a nivel de secuencia de aminoécidos
con Lsr2 de M. tuberculosis. En la secuencia se observa que contiene la secuencia RGR
gue esta involucrada en la uniéon a DNA en Lsr2, como ya se mencioné (Figura 1). Consta
de 111 aminoacidos, y tiene un peso molecular de 11.7 kDa, con un pl de 6.8.
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Figura 1. Secuencia de aminoacidos de SCO3375. Se muestra la secuencia de la proteina
y la prediccion de estructura secundaria obtenida por PHYRE? asi como la posicion del
AT-hook.



2.8.2 SCO4076.

SCO04076 es una proteina de 11.6 kDa (105 aa), posee una identidad de 47.62% con Lsr2
de M. tuberculosis. Su pl es 9.5 mostrando una notable diferencia con SCO3375 en cuanto
a las caracteristicas de sus aminoacidos. 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%.
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Figura 2. Secuencia de residuos de aminoacidos de SCO4076 Se muestra la secuencia
de la proteina y la prediccién de estructura secundaria obtenida por PHYRE? asi como la
posicion del AT-hook.

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

Streptomyces albus es uno de los estreptomicetos mas ampliamente distribuidos
geograficamente, el cual presenta un crecimiento relativamente rapido y ha sido empleado
como modelo de expresion heterdloga de clister de productos naturales (Seipke,2015).

M.Sall es una proteina de S. albus G, la cual forma parte del sistema de modificacion-
restriccion de tipo Il, el cual estd conformado por los genes salR y salM que codifican para
la endonucleasa de restriccion Sall y la metiltransferasa M.Sall (Rodicio et al., 1988). La
metilasa M.Sall se compone de 587 aminoacidos y tiene un peso molecular de
aproximadamente 64 kDa. Esta enzima modifica adeninas en la secuencia 5-GTCGAC-3'.

En la enzima M.Sall se encontré 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 homoélogo a Lsr2. De igual forma se observa la
presencia del dominio RGR, ademas se tiene reportado que la sustitucion R86A en M.
smegmatis no restituye el fenotipo silvestre, mostrando una actividad de unién a DNA
defectuosa, e inhibe la actividad nativa de Lsr2 (Chen, 2006). En la Figura 3 se puede
observar gue este aminoacido se mantiene conservado en la metilasa Sall, lo cual sugiere
gue el dominio podria ser funcional

DomLsr2/Saling1-122 WH ALLAIT.&A ----- GLHKMEPKELAA P.&DGIAT DP‘..r REDISM VEMPPRKE- - - - -
Mycobacternum_tuberculosis/1-112 Mh KEVTVTLWYD S J\\ADET\.’EF VIYEID- - --- - STENATKBERGDBKOQWYAAGRR GG RRGRSGS
Mycobactenum_lepraedi-112 MA KVTVTLVD AADET\."EF LD WTYEID- - - - - - TNKNﬁu\K RGD ROQWWVEAGRR R GRSMNS
Mycobactenum_bovis/1-112 MAKRKVTYTLVD AADETVEF VTYEID----- - STENATKERGDEKQWYAAGRR GREGS

DomLar2/Salingr1-122 T PQMPGPSASE‘J A LRFE HAGEASPLN | DJ\GDQ‘JJRLW
Mycobacternum_tuberculosis/1-112 G R GAIDREQSAAI R H N ST | PADNM I YHA ..................
Mycobactenum_lepmel/1-112 G R GAIDREQSAAI R | PADM | F HA ..................
Mycobacterum_bovisf1-112 GR GAIDREQSAAI R | PADM I v H A T ..................

Figura 3. Alineamiento del dominio Lsr2 de M.Sall y proteinas Lsr2 de M. tuberculosis, M.
leprae y M. bovis.
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3. Antecedentes

GOmez, D. (2015) clono, expreso, purific6 y analizé la actividad in vitro de la
metiltransferasa M.Sall, siendo ésta la Unica metilasa que mostré actividad in vitro de 3
enzimas analizadas (M.Sphl y M.Sacl no mostraron actividad). Al analizar la secuencia y
encontrar un dominio Lsr2 C-terminal, con base en estos resultados se sugirié que este
dominio fuera importante para la actividad de la enzima, por lo cual se realiz6 una delecion
de la porcion final del gen salM que codificael dominio Lsr2.

El fragmento resultante salMAlsr2 se cloné y expresd en E. coli. La metiltransferasa
silvestre M.Sall y la metiltransferasa mutante M.SallALsr2 se purificaron y se realizaron
pruebas de actividad in vitro. Estos consistieron en incubar al plasmido pSET152 (no
metilado) con 4 ug de las metiltransferasas en presencia de S-adenosil metionina (SAM),
y posteriormente el plasmido se precipitd y se digirié con la enzima de restriccion Sall para
determinar el grado de metilacién (Figura 4).

pSET152
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Figura 4. Actividad de metilacién por las enzimas M.Sall silvestre y la mutante
M.SallALsr2. Como control se observa el plasmido sin tratar con la metilasa, es decir, no
metilado (-), ni digerido con la enzima de restriccion Sall (R). El siguiente carril muestra
al plasmido sin metilar (-) digerido con Sall (R). El resto de los carriles corresponden al
plasmido tratado con metilasa (M, Silvestre o Mutante) y digerido con Sall (R).
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En la figura 4 se observa que la metiltransferasa M.Sall silvestre si fue capaz de metilar
los sitios de reconocimiento de la endonucleadas Sall, ya que la enzima de restriccion fue
incapaz de digerirlo. Por otro lado la metilasa M.SallALsr2 no fue capaz de metilar
completamente al plasmido, ya que el DNA si fue digerido (la digestion parcial observada
podria indicar que la metilasa mutante si conservé un poco de actividad de metilasa). Estos
resultados preliminares sugieren que el dominio Lsr2 de la metilasa M.Sall es necesario
para la actividad completa de esta enzima.

Con estos resultados preliminares nos interesamos en estudiar las caracteristicas de las
proteinas Lsr2 de S. coelicolor, asi como del dominio Lsr2 de la metilasa M.Sall.
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4. Justificacion

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
esporulacion, en las hifas aéreas se lleva a cabo la compactacion y segregacion del DNA,
resultando en una distribucion uniforme de los cromosomas en las esporas. Las proteinas
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 proteinas IHF, FIS, o H-NS, las cuales se encuentran en
bacterias Gram-negativas como E. coli. Sin embargo, proteinas funcionalmente
equivalentes podrian desempefiar las mismas funciones. Particularmente, este es el caso
de las proteinas SCO3375 y SCO4076, las cuales son homoélogas de Lsr2 de
micobacterias, la cual se ha demostrado es una proteina analoga funcional de H-NS.

Estas proteinas 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. Hipo6tesis

* Los genes sco3375 y sco4076 son redundantes.

* La participacion de las proteinas Lsr2 codificadas por estos genes ocurre
principalmente en la compactacion/ segregaciéon del cromosoma.

* El dominio carboxilo-terminal Lsr2 de la metilasa M.Sall es funcional y capaz
de formar complejos DNA-Proteina.

12



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, asi
como una mutante doble.

1.2 Evaluar el efecto fenotipico de las mutaciones sobre la viabilidad y la
esporulacion.

2. Caracterizacion de las proteinas SCO3375, SC04076 y del Dominio Lsr2 de la metilasa
M.Sall.

2.1 Clonar, expresar, purificar las proteinas SCO3375, SCO4076 y el dominio Lsr2 de
M.Sall.

2.2 Realizar ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA) utilizando las
proteinas purificadas.
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7. Materiales y métodos

7.1 Cepas, plasmidos y oligonucleétidos usados en el trabajo

Tabla 1. Cepas de E. coli y Streptomyces.

Cepa Descripcién Referencia
E. coli
DH5a F-endAlglnV44thi- Grant,1990

lrecAlrelAlgyrA96deoR nupG
®80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(rK-mK+), A—

IBEC58 Adam Adcm AhsdRMS derivada de Gonzalez-Cerén etal ., 2009
BW25113.

Obtencion de DNA no metilado.

BL21 Rosetta 2™ F ompT hsdSg(rs” mg’) gal Novagen
dcm (DE3) pRARE2 (CamR).

Expresion de proteinas.

Rosetta-gami 2 A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Novagen
Pvull phoR araD139 ahpC galE galK
rpsL(DE3)

F'[lac” lacl® pro] gor522::Tn10

trxB pRARE2 (CamR, StrR, TetR)
Expresiéon de proteinas.

ET12567/pUZ8002 dam-13::Tn9 dcm-6 hsdM CmR Paget et al., 1999

DNA no metilado, conjugaciones
intergénicas.

BT340 DH5a con el plasmido de Datsenko & Wanner, 2000
recombinacion FLP.

(pCP20)
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Streptomyces

S. coelicolor M145

A3(2) SCP1, SCP2

Hopwood et al., 1985

S. coelicolor M145
(6902(H)+sc03375)

Plasmido integrativo plJ6902 con el
gen sco3375 clonado.

Este trabajo

S. coelicolor Asco4076

Derivada de S. coelicolor M145 con
el gen sco4076 deletado.

Este trabajo.

S. coelicolor Asco3375

Derivada de S. coelicolor M145
(6902(H)+sc03375) con el gen
sc03375 en el cromosoma deletado.
Con el piJ6902+sc03375

Este trabajo

S. lividans 1326

SLP1* SLP2*

Hopwood et al., 1983

S. lividans 1326
ASli_3719

Derivada de S. lividans 1326 con el
gen sli_3719 deletado.

Este trabajo

Tabla 2. Plasmidos y césmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido

Descripcién

Referencia

pET28a

Vector de expresion, 6His, Kan®

Novagen

PET28-sc03375

sco3375 clonado en el vector
pET28a, poniendo la etiqueta de
histidinas en el extremo carboxilo.

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

pPET28-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-sc03375NE

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

pPET28-DomLsr2NE

Dominio Lsr2 de la metiltransferasa
Sall clonado en el vector pET28a,
poniendo la etiqueta de histidinas en
el extremo amino.

Este Trabajo

pET28-SallM

salM clonado en el vector pET28a,
poniendo la etiqueta de histidinas en
el extremo amino.

Este Trabajo

pET28-SallMAlsr2

salM sin el dominio Lsr2 clonado en
el vector pET28a, poniendo la
etiqueta de histidinas en el extremo
amino.

Este Trabajo

pBlueScript 1ISK

Vector de clonacion en E. coli.

Alting-Mees et al., 1989.

plJ6902

ApraR, promotor tipA, sitio att del
fago phiC31, en el cromosoma de
Streptomyces.

Inducible por tioestreptén.

Huang et al., 2005
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plJ6902(H)

HygR, promotor tipA, sitio att del fago
phiC31, en el cromosoma de
Streptomyces.

Este trabajo

plJ773

aac(3)IV(apraR ) + oriT

Gust et al., 2003

StD25

Cbosmido derivado de SuperCos 1,
KanR ApraR, con un fragmento del
cromosoma de S. coelicolor A3(2)
gue incluye el gen sco4076.

Redenbach et al., 1996

StE94

Césmido derivado de SuperCos 1,
KanR ApraR, con un fragmento del
cromosoma de S. coelicolor A3(2)
gue incluye el gen sco3375.

Redenbach et al., 1996

plJ790

Plasmido de recombinacién de
lambda RED inducible por L-
arabinosa, CmR; replicacion sensible
a temperatura.

Gust et al., 2003

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

Oligonucledtido

Secuencia

Sitios de corte

SCO3375Forward
(mutacién sco3375)

5'-CCCCCggCCCTCAAGTTATCgATgAAAGYgAAATCCggTgA

TTCCggggATCCGTCGACC-3'

SCO3375Reverse
(Mutacion sco3375)

5'-CggCCgATggCgCCgCCggTggCggaggTCgagTgATCATGT

AggCTggAgCTgCTTC-3'

SC0O4076Forward

(Mutacién sco4076)

5-TCATCgCggAgATgCCgCACgAAgggACCgATATTCgTgAT

TCCggggATCCgTCgACC -3

SCO4076Reverse
(mutacion sco4076)

5'-CgCTCCCgCCggACACCggCTCgCCTCgCgCACYgCTCAT

gTAggCTggAgCTgCTTC-3'

SCO3375UP

5-ATAACAAgQggACggCgATAC-3’
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(Verificacion de la
mutacién sco3375)

SC0O3375Down

(verificacién de la
mutacion sco3375)

5-AACCgCCCTggATCTCgT-3

SCO4076UP

(verificacion de la
mutacién sco4076)

5-CCCAATTACAggCGAACAQT-3’

SCO4076Down

(verificacion de la
mutacién sco4076)

5-ggCgTgCTCCAgACTTTAg-3’

Lsr2DomSalMNcol | 5-ggggCCATggTACATAAAgCCCTCCTAgCC-3’ Ncol
Lsr2DomSalMHind | 5-gCCAAgCTTCCACAAAgCGACTTgATCCC -3’ Hindlll
SCO3375Ncol 5-ggggCCATggCACAGAAQgTTCAggTCCTT-3’ Ncol
SCO3375Hind 5-gggAAgCTTgCCgTTggCCTgCTCgTAC-3’ Hindlll
SCO4076Ncol 5’-ccggCCATggCgCAgCgTgTCgTggTCA-3’ Ncol
SCO04076Hind 5-gggAAgCTTCCgCgCCTCggCgAACgCCTC-3’ Hindlll
sco3375NdelEcoRI | 5-cgggCATATggCACAgAAggTTCAggTCCTT-3 Ndel
sco3375EcoRID 5-ggggAATTCTCAQCCgTTggCCTgCTCg-3’ Ndel
sco4076NdelF 5’-ggggCATATggCgCAgCgTgTCgTggTCA-3’ Ndel
sco4076EcoRID 5’-ggggAATTCTCACCgCgCCTCggCgA-3’ EcoRl
DomLsr2NdelF 5-ggggCATATggTACATAAAGCCCTCCTAgCC-3’ Ndel
DomLsr2EcoRID 5-ggggAATTCTCACCACAAAQCQACTTg-3’ EcoRI

ApraHyg1l 5-TgCAACAgQTgCCgTTgATCgTgCTATJATCgACTgATYAC
ACAAgAATCCCTGTTACTTCTC-3'
ApraHyg2 5-gCCCCTCCAACYGTCATCTCgTTCTCCgCTCATgAgCTC

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 -20°C. Las cepas de E. coli utilizadas fueron: DH5a para llevar a
cabo los procesos de clonacién, BL21 Rosetta 2 (Novagen) para la expresion de proteinas
y ET12567/pUZ8002 como cepa donadora para las conjugaciones intergénericas, debido a
la no metilacion de DNA y a la presencia del plasmido “helper”. En cepas de Streptomyces
con derivados del plasmido plJ6902, se utiliz6 tioestreptdbn como inductor a una
concentracion final de 10 pg/ml.

Para E. coli se utilizé el medio liquido rico YT2X y los cultivos se crecieron a 37°C, con
agitacion. La obtencion 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 Construccién de las mutantes nulas en Streptomyces.

Las deleciones en el cromosoma fueron generadas usando el sistema ReDirect empleando
césmidos de una libreria de S. coelicolor (con el esqueleto del SuperCosl 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 coddn de inicio al codén 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 plasmido plJ773). Los
césmidos StD25 y StE94, que contienen a los genes sco3375 y sco4076 respectivamente,
fueron introducidos por electroporacion a la cepa de E. coli BW25113/plJ790 (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
oligonucleétidos 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 amplific6 el cassette con los oligosnucledtidos sco3375Forward y
sco3375Reverse, y en el caso del gen sco4076 se amplificé con los oligonucledtidos
sco4076Forward y scod4076Reverse (Tabla 3). Estos productos de PCR fueron
introducidos por electroporacion en E. coli BW25113/plJ790 con los césmidos StD25 y
StE94, respectivamente, resultando en el reemplazamiento del gen sco3375 (para el caso
del césmido StD25), y sco4076 (para el caso del cosmido StE94), por el cassette de
resistencia a apramicina. Los césmidos con las mutaciones fueron introducido por
electroporacién en E. coli ET12567/pUZ8002 y las colonias bacterianas resultantes fueron
empleadas en conjugaciones con S. coelicolor M145 o M145plJ6902(H)+sc03375. Las
transconjugantes en las que el gen cromosomico fue remplazado por el cassette mediante
doble recombinacion entre el cosmido 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 césmidos y se realiz6 el reemplazo de los genes
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cromosomicos con el cassette de resistencia. Dichos reemplazos se confirmaron mediante
PCR, utlizando un par de oligonucleétidos para cada gen: SCO3375UP vy
SCO3375DOWN para el caso del gen sco3375 y 4076UP y 4076 DOWN para el caso del
gen sco4076.

Las mutantes Asco3375 y Asco4076 sin el cassette de resistencia se obtuvieron mediante
recombinacion ente los sitios FRT que flanquean al cassette. Los cosmidos mutantes
fueron electroporados en la cepa de E. coli BT340 (Datsenko & Wanner, 2000), la cual
contiene un plasmido sensible a temperatura, y que codifica la recombinasa FLP. A 30°C
el plasmido se replica y a 42°C la recombinasa FLP se expresa y el plasmido
eventualmente se pierde. La recombinasa FLP reconoce los sitios FRT que flanquean al
cassette de resistencia a apramicina y el resultado es la remocion del cassette, dejando
una secuencia de 81bp (cicatriz).

Después de una noche de incubacién a 42°C, se realizaron replicas en medio LB
conteniendo kanamicina o apramicina, buscando la pérdida del cassette de resistencia, la
confirmacion del cassette de resistencia se realizé por PCR; empleando los pares de
oligonucleétidos sco3375UP/sco3375DOWN y sco4076UP/sco4076DOWN (Tabla 3). Los
cosmidos mutantes fueron posteriormente introducidos a las cepa S. coelicolor
Asco4076::Apra y Asco3375::Apra. Inicialmente se seleccionaron colonias con resistencia
a kanamicina, para asegurar la introduccién de los césmidos, las cuales se crecieron
posteriormente sin presion 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 Conjugacion de E. coli ET12567/pUZ8002 con S. coelicolor.

Las conjugaciones se realizaron conforme al protocolo de Kieser et al., 2000. Los
plasmidos o césmidos fueron transformados en E. coli ET12567 (deficiente en la
metilacién), la cual ademas contiene el plasmido movilizador pUZ8002. Un cultivo liquido
de ET12567/pUZ8002, conteniendo el plasmido o césmido de interés, fue incubado toda
la noche en medio liquido YT2X a 37°C a 200 rpm con los antibiéticos necesarios para el
mantenimiento del plasmido. 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
DOsoo de ~0.6. Después de la centrifugacion a 6,000 rpm a 4°C, el pellet fue lavado con
medio YT2X (al menos un par de veces) y se resuspendié en 1 ml del mismo medio.

Durante este proceso, 10 uL de una preparacion densa de esporas de S. coelicolor fueron
afiadidas a 500 pyL de medio YT2X, y se realizdé un choque térmico a 50°C durante diez
minutos, para posteriormente colocar las esporas en hielo. Se tomaron 500 pL de las
células de E. coli lavadas y se mezclaron con los 500 uL de la dilucién de esporas de S.
coelicolor. La mezcla de células de E. coliy 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
adicién a cada caja de 1 ml de agua estéril con los antibioticos adecuados para cada
plasmido (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 suspension de esporas diluida adecuadamente fue incubadas a 60°C
durante diferentes lapsos (0, 20 y 60 minutos). Después de la incubacion las suspensiones
de esporas fueron plaqueadas en medio MS a diferentes diluciones. Las cajas fueron
incubadas 48 horas a 30°C. La tasa de supervivientes fue calculada como el nimero de
colonias formadas en el medio después del tratamiento a 60°C dividido entre el nUmero de
colonias crecidas en el medio sin el tratamiento a 60°C, 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°C
durante 48 horas. El titulo de colonias supervivientes al tratamiento con SDS fue
determinado en relacion al nimero de colonias incubadas en agua.

7.6 Amplificaciéon 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 oligonucledtidos sco3375Nco/sco3375Hind y
sco4076Ncol/sco4076Hind (Tabla 3), respectivamente. Los productos de PCR resultantes
se purificaron y clonaron como fragmentos romos en el sitio EcoRV del vector pBluescript
Il SK. Los plasmidos resultantes se verificaron por secuenciacion, y posteriormente los
genes se subclonaron en el vector de expresion pET28a en los sitios Ncol-Hindlll.

El fragmento del gen salM que codifica para el dominio Lsr2 de la metilasa M.Sall se
amplific6 a partir del gen silvestre salM de S. albus con el par de oligonucleétidos
Lsr2DomSalMNcol/Lsr2DomSalMHind (Tabla 3). El producto de PCR se cloné en el sitio
EcoRV del vector pBluescript Il SK, y el plasmido resultante se verificd por secuenciacion.
Posteriormente, el fragmento se subcloné en el vector de expresion pET28a en los sitios
Ncol-HindlIl.

7.7 Purificacion de las proteinas Lsr2.

Los plasmidos 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 pg/ml) y cloranfenicol (25
pg/ml) a 37°C con agitacion constante hasta llegar a una DOsoo de 0.6. La expresion se
indujo adicionando 1 mM de IPTG, continuando la incubacién a 37°C durante 4 h a 200
rpm. Las proteinas se purificaron mediante cromatografia de afinidad en una columna de
Niquel. Se utilizd un equipo FPLC AktaPrime Plus y una columna His-Trap (GE
Healthcare). Las fracciones resultantes se analizaron en geles de poliacrilamida-SDS, y se
tineron con azul de Coomassie.
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7.8 Cross-linking de las proteinas SC0O3375 y SC0O4076.

Se afiadieron distintas concentraciones de glutaraldehido a una preparacion de proteina
pura de SCO3375 y SCO4076 (6 ug), en buffer HEPES, pH: 8.0. Se tomaron alicuotas a
los (0, 2, 10) minutos y fueron mezclados con buffer de Carga 2X, e incubadas a 65°C 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 proteina en un volumen total de 20 ul en buffer que contiene 10 mM Tris—HCI, pH 7.5,
50 mM KCI, 1 mM DTT, 5 mM MgCl;, y 2.5% glicerol. Las mezclas DNA-proteina fueron
cargadas en geles de poliacrilamida 3.5% para fragmentos pequefios 0 1% de agarosa
para fragmentos grandes y fueron corridos en buffer TBE 1x. Los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio.

7.10 Ensayo de proteccion contra la DNAsa |.

120 ng del plasmido pUC19 fueron incubados durante 1 hora en presencia o ausencia de
la proteina SC0O4076, en un volumen final de 25 pl en buffer que contiene: 10 mM Tris—HCI
pH 7.4, 10 mM NaCl. Posteriormente se afiadi6 1 unidad de DNasa | (Gibco) y una
concentracion final 4mM de MgCl;, la mezcla fue incubada a 37°C durante 10 minutos. La
reaccion se detuvo con la adicion de EDTA (0.5%) y la mezcla fue incubada a 75 °C durante
10 minutos. Las muestras fueron tratadas con un volumen de fenol:cloroformo, el DNA fue
precipitado y la electroforesis se realiz6 en un gel de agarosa al 1%.

7.11 Microscopia de campo claro y fluorescencia.

Después de 5 dias de crecimiento de las cepas de Streptomyces en medio solido MS, los
cubreobjetos fueron colocados sobre el micelio aéreo, posteriormente fueron tratados con
metanol frio, lavados 3 veces con PBS y el DNA fue tefiido con 4 ',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) y montado en un portaobjetos. Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio
Olympus BX51. La longitud de las esporas, el area del nucleoide y la fluorescencia fueron
determinadas empleando el software ImageJ.

7.12 Producciéon de antibiéticos.

La produccion de antibiotico fue realizada en medio sélido. Las cajas fueron inoculadas con
102 esporas. Para CDA las cepas fueron incubadas en medio NA a 30°C durante dos dias.
Posteriormente, las cajas fueron cubiertas con una capa de 5 ml de agar suave
(conteniendo 60 mM de Ca(NO:s),) inoculado con B. subtilis ATCC 6633 como el organismo
sensible (0.2 ml, D.O.s00 0.25) y se incub6 de nuevo a 30°C. Una réplica sin Ca(NOs). fue
usada como control negativo. Para la determinaciéon de undecilprodigiosina (RED) se
empled el medio PGA (Coco, 1991).
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8. Resultados

8.1 Distribucién de los genes que codifican homologos de Lsr2 en Actinobacteria.

Todas las cepas de Streptomyces con el genoma secuenciado contienen dos genes que
codifican proteinas homdlogas a Lsr2, como se observa en la figura 5. Es posible observar
gue genes ortélogos 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 homélogos
de estos genes. En algunos organismos se presentan mas de dos paralogos de Isr2 en su
genoma (Pérez-Rueda & Ibarra, 2015).

Entercbacteriacens

Glycomycineae M R Rubrobacteridas
- . . icrococonede S,

| Pseudonocardinege Frankineae Corynebacterineas Acidimicrobiarece |

L i 1 |

Streptomycneae
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scod076 | | | ]
- . LY T — N

Catenulosporineas Streptosporangineas Propionibacterineae . Actinomycineae Bifidobacteriales |
Kineosporinege Coricbactendas

Micromenosporineae
Bacillaceas

Figura 5. Distribucion en el suborden Actinobacteria de genes ortélogos a los genes
sc03375 y sco4076 de S. coelicolor, que codifican proteinas Lsr2. La figura fue adaptada
de Chandra et al., 2014. Se muestra el resultado de busquedas BLASTP reciprocas con

los productos de los genes Isr2 de S. coelicolor.

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

En M. tuberculosis se ha reportado que la proteina Lsr2 es esencial para el crecimiento,
pero no asi para M. smegmatis, donde se encuentra involucrada en un gran nimero de
funciones biolégica como la organizacion del cromosoma o la regulacién génica (Colangeli
et al., 2007). Con el fin de determinar si la proteina 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. Ademas, la cepa mutante no present6 defectos visibles
aparentes en la diferenciacion morfolégica en medio sélido (Figura 6.B).
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Figura 6. Obtencion de una mutante nula en el gen sco4076. A) Verificacion de la
eliminacion 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 Pstl). B) Morfologia de las cepas S. coelicolor M145 y Asco4076, en medios
MS y R2YE, después de ser incubadas 5 dias a 30°C.

8.3 El gen sc03375 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 seleccion de colonias sensibles a kanamicina y
resistentes a apramicina, después de la introduccién del césmido 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 mutacion en el gen sco3375, utilizando el cdsmido StE94, no fue posible obtener
exconjugantes con las caracteristicas deseadas, aln después de analizar mas de 2500
colonias exconjugantes. Es decir, no se logré obtener la sustitucién del gen sco3375 por el
cassette de resistencia a apramicina en el cromosoma. La incapacidad de obtener mutantes
nulas mediante el protocolo Redirect parecia indicar que el gen sco3375 es esencial para
S. coelicolor. Para demostrar lo anterior se utiliz6 una estrategia que consistié en insertar
en el cromosoma un plasmido integrativo con el gen sco3375 clonado, con el objetivo de
tener una copia extra, y de este modo poder realizar la delecion del gen silvestre en el
cromosoma.

El plasmido empleado, plJ6902, permite la expresiéon regulada del gen clonado, y por lo
tanto el gen sco3375 se cloné en este plasmido bajo el promotor Pipa, inducible por
tioestrepton. Dado que el pldsmido plJ6902 proporciona resistencia a apramicina, se
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cambié 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
(plJ6902+sc03375) después de analizar mas de 1000 exconjugantes. El cassette de
resistencia a espectinomicina requeria una elevada concentracién de antibiotico para la
seleccién y afectaba la morfologia de las colonias. Por lo cual esta estrategia se cambid.

El método siguiente fue emplear el cassette de resistencia a apramicina, pero para esto,
se requeria sustituir el gen de resistencia del plJ6902 (apramicina, figura 7.A) por otro gen
de resistencia. Para este fin se sustituyd el gen de resistencia a apramicina, aac(3)IV, por
el de resistencia a higromicina (empleando los oligonucleotidos ApraHygl y ApraHyg2,
tabla 3), sustituyendo solamente la secuencia codificante y manteniendo el promotor del
gen aac(3)IV. Una vez construido este derivado del plasmido plJ6902 ahora seleccionable
con higromicina (plJ6902(H), figura 7.B), se realiz6 nuevamente el método de doble
recombinacion, con el objetivo de obtener la sustitucion del gen sco3375 en el cromosoma.

A B

$c03375 o 800375

Integrasa phiC31 Integrasa phiC31

gen de resislencia

gen de resistencia
a higromicina

a apramicina

gen de resistencia a Soestrepion gen de resistencia a Soestrepion

Figura 7. Esquema de los plasmidos integrativos. A) plJ6902 con el gen de resistencia a
apramicina aac(3)IV. B) plJ6902(H) con el gen de resistencia a higromicina hyg.

Con este método se obtuvo una frecuencia de doble recombinacion de aproximadamente
10% de exconjuganes en la cepa M145/plJ6902(H)+sco3375 (es decir resistentes a
apramicina y sensibles a kanamicina). Se realiz6 comprobacién mediante PCR a 3
colonias, y en las 3 se encontro la sustitucion del gen silvestre por el gen de resistencia a
apramicina. A partir de una de estas colonias se eliminé el cassette de resistencia, dejando
solamente la secuencia cicatriz (Figura 8). Este resultado confirmé que el cdsmido utilizado
si poseia la estructura correcta y era capaz de recombinar para dar lugar a la delecion del
gen en el cromosoma.
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Figura 8. Verificacion de la eliminacién del gen sco3375 en la cepa
M145/plJ6902(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 plJ6902(H), el carril 4 al gen sco3375
eliminado y sustituido por la secuencia cicatriz (29 pb).

Adicionalmente, se realizé un intento de eliminar el gen en la cepa silvestre S. coelicolor
M145 con el plasmido plJ6902(H) vacio. 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 tamafio esperado para el gen silvestre (figura 9). Se realiz6 el
PCR atodas las colonias que presentaban el fenotipo, y en todos los productos de PCR el
tamafio observado correspondia 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/plJ6902(H). Se observa que el tamafio 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 Asco3375.

Una mutante nula en el cromosoma sco3375 se obtuvo solo en presencia de una copia
extra, clonada en el vector plJ6902(H) lo que demuestra que este gen es esencial en S.
coelicolor al igual que lo es el gen Isr2 en M. tuberculosis. Con el objetivo de conocer si la
mutacién tenia algun 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
esporulacion en la cepa Asco3375; a pesar de que el medio contiene tioestrepton, y por lo
tanto se asegura la expresion del gen sco3375 clonado en el plasmido, el fenotipo no es
restaurado al fenotipo silvestre. También se probd la produccion del antibiético
dependiente de calcio (CDA) y se encontré que la mutante Asco3375 tiene una produccién
casi nula, mientras que la cepa silvestre y la cepa Asco4076 producen niveles que inhiben
efectivamente el crecimiento de la cepa indicadora (B. subtilis ATCC6633, Figura 11A).
Ademas, también se identificd la produccion del antibiético undecilprodigiosina (RED) en
el medio PGA, y se observé una disminucion en la produccién en la cepa Asco3375
comparada con las cepas silvestre y Asco4076 (Figura 11B). El fenotipo silvestre no fue
obtenido aun cuando se afiadio tioestrepton al medio para asegurar la expresion del gen
sco3375 clonado en el plasmido. Estos datos sugieren que, aun cuando el gen sco3375
clonado en el plasmido se expresan en niveles suficientes para permitir que la cepa sea
viable, existe un fenotipo alterado, el cual pudiera deberse a diferencias en la regulacién
de la expresion del gen.
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A)
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M145 M145

Asco3375  Asco3375 Asco3375
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Figura 10. La eliminacion del gen sco3375 afecta la morfologia de S. coelicolor. A)
Morfologia de las cepas M145 y Asco3375 en medios MS y R2YE. La incubacion se
realiz6 durante 5 dias a 30°C. B) Morfologia de las colonias en medio MS.
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Figura 11. Produccién de antibiéticos por las cepas silvestre y mutantes. A) Produccion
de CDA en medio NA utilizando B. subtilis ATCC6633 como cepa indicadora. B)
Produccion de RED en medio PGA.

8.5 Las cepas Asco4076 y Asco3375 son sensibles a latemperaturay a SDS.

Las esporas de Streptomyces son relativamente resistentes a desecacion, digestion
enzimatica y exposicién 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 suspension de esporas de cada cepa fue
incubada a 60°C durante 20 o 60 minutos. Las esporas fueron posteriormente plagqueadas
en medio MS, e incubadas por dos dias 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 incubacion, 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 4sco4076 y de aprox. 20% para la cepa Asco3375, independientemente de la
presencia de tioestreptén. Por otro lado, el porcentaje de esporas viables a los 60 minutos
fue de 17% para la cepa Asco4076 y de 15% para las esporas de la cepa Asco3375
incubadas con el inductor tioestreptdn; se observé una clara disminucion en la viabilidad
cuando no se indujo la expresion 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).
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Figura 12. Efecto de las mutaciones Asco4076 y Asco3375 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 Asco4076, Asco3375 con y sin tioestrepton. 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 Asco4076 y Asco3375 de S. coelicolor fue
probado a concentraciones de SDS de 1% y 5%, usando agua destilada como control.
Una suspension de esporas fue incubada a temperatura ambiente por una hora con cada
concentracion de SDS, y posteriormente las esporas fueron plagueadas e incubadas a
30°C por dos dias. La concentracion de 1% de SDS fue suficiente para que en las cepas
mutantes Asco4076 y Asco3375 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 concentracion de 5% de SDS se hubo una disminucion hasta el 1% y
3.5% de las cepas Asco3375 y Asco4076 respectivamente (Figura 13B).
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Figura 13. Efecto de las mutaciones Asco4076 y Asco3375 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 Expresion de proteinas con la etiqueta de histidinas en el extremo carboxilo
terminal.

Con el fin de estudiar a las proteinas Lsr2, se decidi6 clonarlas en un vector de expresion
que colocara una etiqueta con seis histidinas. La etiqueta de histidinas, debido a su tamafio
relativamente pequefio (2.5 kDa), se considera que no interfiere significativamente con la
funcién y estructura de la mayoria de las proteinas (Graslund, 2008), sin embargo, existen
reportes donde se demuestra el efecto de la posicion de la etiqueta de histidinas en la
expresion y produccion de proteinas (Ledent, 1997; Sabaty, 2013).

La expresion de las proteinas SCO4076 y SCO3375 y del dominio Lsr2 de la metilasa M.Sall
(Dom.Lsr2) con la etiqueta de histidinas en el extremo carboxilo se realizé en la cepa de E.
coli Rosetta 2 empleando el plasmido pET28a. La expresion fue inducida con 1mM de IPTG
a una DOsoo de 0.6. La determinacion de la solubilidad de las proteinas se llevé a cabo
utilizando el protocolo de Qiagen (The QIlAexpressionist), y se observdé que solo una
pequefia parte de las proteinas sobre-expresadas SC0O3375, SCO4076 y Dom.Lsr2 se
encontraba en la fraccion soluble.

A pesar de que se observaba la presencia de estas proteinas en la fraccién soluble y se
podian detectar las etiquetas de histidinas por Western Blot, en multiples intentos de sobre-
expresion y purificacion de las proteinas SC0O4076 y Dom.Lsr2, las proteinas no se podian
purificar con alta eficiencia. Por lo anterior, se cambi6 la posicion de la etiqueta de histidinas
y se coloc6 en el extremo N-terminal. Empleando los oligonucle6tidos
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sco4076NdelF/sco4076EcoRID y DomLsr2NdelF/DomLsr2EcoRID (Tabla 3), y realizando
las clonaciones como se mencion6 anteriormente.

En este caso si fue posible la purificacion de las proteinas, como se describe en la
siguiente seccion.

8.7 Purificacion de proteinas Lsr2.

Cuando las proteinas fueron purificadas inicialmente y se comenzaron a realizar los
ensayos de unién a DNA, se observaba la presencia de DNA en las preparaciones de las
proteinas SCO3375 y Dom.Lsr2 (Figura 14) sin embargo, no se observaba en la proteina
SCO04076, por lo cual se realiz6 de nuevo la purificacion de las proteinas, pero ahora de
acuerdo al protocolo propuesto por Vingadassalon et al., 2016, el cual incluye la adicion de
la nucleasa comercial Benzonase® al extracto celular (posterior al sonicado) e incubando
la reaccion 30 minutos a 37°C. Después de este tiempo se afiadi6 MgCl, a una
concentracion final de 4 mMy 127 U de DNasa | y la reaccién se mantuvo a 37°C durante
30 minutos mas. El proceso de purificacion se realiz6 como se menciona en Materiales y
Métodos, y al final de la purificacién se confirmé la ausencia de DNA en las muestras de
proteina pura.

Figura 14. Presencia de DNA en las muestras concentradas de las proteinas purificadas.
El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular, el carril 2 corresponde a la
muestra de la proteina SC0O4076, el carril 3 a la proteina SCO3375 y el carril 4 a la

proteina Dom.Lsr2.
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8.8 Purificacion de la proteina SCO3375.

La proteina SCO3375 se purifico tanto a partir de E. coli como de S. lividans 1326 con un
alto grado de pureza, para lo cual se utilizaron los plasmidos pET28a y plJ4123+sc03375,
respectivamente, los cuales expresan la proteina con la etiqueta de histidinas. El
fraccionamiento celular seguido de un andlisis por Western blot usando un anticuerpo
monoclonal anti-His mostré que la proteina SCO3375 se encontraba en la fraccidn
citosolica. En la figura 15 se muestra la purificacion de la proteina SCO3375 a partir de E.
coli.
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Figura 15. Purificacion de la proteina SC0O3375. A) se muestra el extracto soluble total
que fue cargado en una columna His-Trap montada en un equipo AktaPrime Plus, asi
como las diferentes fracciones de la elucién con imidazol. B) gréafica del proceso de
purificacion generada por el equipo AktaPrime donde se observa el pico correspondiente
a la proteina pura.

La proteina SCO3375 se encuentra anotada como una proteina Lsr2-like, lo cual sugiere
gue la proteina tiene funcién de unién a DNA. Con el objetivo de conocer y probar esta
posibilidad, se investigdé la capacidad de la proteina SCO3375 de formar estructuras
oligoméricas, lo cual es una caracteristica de las proteinas asociadas al nucleoide, se
afiadié glutaraldehido a diferentes concentraciones (0.025%, 0.5%, 2.3%) a la proteina
pura (6 pg por muestra) y se tomaron alicuotas a diferentes tiempos (2 y 10 minutos). Se
observo que la proteina SC0O3375 forma complejos diméricos in vitro (Figura 16).
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Figura 16. Dimerizacion de la proteina SC0O3375. Se afadio glutaraldehido a diferentes
concentraciones a la proteina pura (6 pg). Las alicuotas fueron removidas a los tiempos
determinados, se incubaron a 65°C, durante 10’ y posteriormente fueron sometidas a
electroforesis en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 14% y tefiidas con azul de
Coomassie.

Adicionalmente, y para revelar si existian complejos oligoméricos mayores a los dimeros,
tanto la proteina purificada como la fraccibn citosélica de la cepa S.
lividans/plJ4123+sco3375 fueron tratadas con glutaraldehido al 0.025%, se tomaron
alicuotas de la mezcla a los 2 minutos después de la adicion de glutaraldehido 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 proteina pura (Figura
17A), existen tanto dimeros como oligdmeros de orden mayor (probablemente trimeros y
tetrameros) que fueron detectados por el anticuerpo anti-histidinas. También fue posible la
deteccion de dimeros en el extracto soluble de S. lividans (Figura 17B).

Fig 17. Oligomerizacion de SCO3375. A) Entrecruzamiento de SCO3375. Se afadi6
glutaraldehido (0.025%), a la proteina pura (6 pug) durante 2 minutos, se hirvié la muestra
y se carg6 en un gel al 14% de poliacrilamida. B) El glutaraldehido (0.025%) fue afiadido

a extracto celular de S. lividans 1326. Ambas muestras fueron detectadas con un
anticuerpo anti-His.
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8.9 SCO3375 interactia de manera inespecifica con DNA.

Con el fin de determinar si la proteina SCO3375 tiene la capacidad de unirse a DNA de
manera inespecifica, se realizaron ensayos de unién a DNA de doble cadena (dsDNA) de
diferentes tamafios, mediante la técnica de EMSA (electrophoretic mobility shift assay).
Inicialmente se estudié un dsDNA de 23 pb, y se observé que su corrimiento fue retrasado
de una manera dependiente de la concentracion de proteina SCO3375. A la concentracion
de 0.5 pM se formé el primer complejo definido, mientras que a concentraciones altas de
proteina (>6 uM) el DNA fue retrasado casi en su totalidad (Figura 18A). También se probé
la habilidad de la proteina SCO3375 de unirse a DNA superenrollado (Figura 18B), como
es un plasmido. La formacion de los complejos DNA-Proteina se observd a
concentraciones muy bajas de la proteina (0.033 uM). Ademas, se realiz6 la prueba de la
capacidad de la proteina de asociarse a DNA de cadena sencilla (ssDNA), ya que se ha
demostrado que es un sustrato para varias proteinas asociadas al nucleoide en otras
bacterias (Hirano et al., 1998). En la prueba con el ssDNA (Fig. 18C) se observo un retraso
gradual respecto a la concentracion de proteina y un aspecto a considerar es la cantidad
de proteina requerida para el comienzo del retraso, que fue aparentemente menor que con
el dsDNA.

Por ultimo, se compar6 la afinidad de unibn a DNA lineal contra DNA circular o
superenrollado. Como se observa (Figura 18.D) no existié una preferencia de la proteina
por una topologia 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 proteina SCO3375 se une al DNA de una manera independiente de
secuencia y de topologia, y puede formar varios complejos DNA-Proteina.
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Figura 18. Unién de la proteina SCO3375 a DNA. Se observa la formacién de complejo
DNA-proteina 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 plasmido,
puUC19.
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8.10 Purificacién de la proteina SCO4076.

Con el fin de purificar la proteina SC0O4076, el gen sco4076 fue clonado en el plasmido
pET28a, e introducido a la cepa Rosetta 2 de E. coli. A partir de ahi se expresoy se purifico
la proteina con la etiqueta de histidinas en el extremo amino con una alta pureza (Figura
19).
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Figura 19. Purificacion de la proteina SC0O4076. A) se muestra el extracto soluble total
que fue cargado en una columna His-Trap montada en un equipo AktaPrime Plus (carril
1), asi como las diferentes fracciones de la elucién con imidazol. B) Se muestra la grafica
generada por el equipo AktaPrime donde se observa la fraccion purificada.

La proteina SCO4076 tiene un peso molecular predicho de 11.6 kDA y un punto isoeléctrico
de 9.6. El fraccionamiento celular seguido de un analisis por Western blot usando un
anticuerpo monoclonal anti-His mostr6 que la proteina SCO4076 se encontraba en la
fraccion citosdlica. Se probd que la proteina SCO4076 tuviera la caracteristica de formacion
de complejos, por lo cual la proteina pura fue tratada con 0.1% de glutaraldehido, se
tomaron alicuotas a 2 y 5 minutos y fueron analizadas por SDS-PAGE al 14%. Se observo
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gue la proteina SCO4076 si logra formar complejos siendo mas abundantes los dimeros,
sin embargo, existen otras estructuras oligoméricas superiores (Figura 20).

A B
Glutaraldehido - 0-1%0.1% Glutaraldehido - 0:1%0.1%
Minutos . & ¥ Minutos . & &
e y il 25ka
Kk
Monomero R 15k0s

Figura 20. Dimerizacion de la proteina SCO4076. A) se afadi6 glutaraldehido al 0.1% a
una solucién de proteina pura (6 pg). Las alicuotas fueron removidas a los tiempos
determinados, se incubaron a 65°C, durante 10’ y fueron cargadas en un gel al 14% de
poliacrilamida. B) Western blot utilizando un anticuerpo Anti-His.

8.11 La proteina SC0O4076 interactia de manera inespecifica con el DNA.

Con el fin de determinar si la proteina SCO4076, tiene la capacidad de unirse a DNA de
manera inespecifica al igual que la proteina SCO3375, se realizaron los mismos ensayos
de unién a DNA de diferentes tamafios. Con un fragmento pequefio de 23 pb se observo
gue la formacion de complejos es dependiente de la concentracién de la proteina, la
formacion del primer complejo ocurri6 a la concentracién de 1 uM (Figura 21A), el doble de
la concentracion necesaria para detectar complejos con la proteina SCO3375. La habilidad
de unirse a DNA superenrollado también fue probada con esta proteina; interesantemente
al emplearse la misma concentracidbn de proteinas que SCO03375, la formacién del
complejo no generd un retardo de la misma magnitud. Sin embargo, si se observé un
cambio en la corrida respecto al DNA sin proteina (Figura 21B), lo cual puede sugerir un
mecanismo o afinidad diferente de las dos proteinas con el DNA. Con la prueba de ssDNA
se observé la formacion de complejos DNA-Proteina con concentraciones similares a las
de la proteina SC0O3375 (Figura 21C). En la comparacion de la afinidad con el DNA lineal
y circular, se observd que interactda de la misma manera con las dos topologias del DNA
(Figura 21D), similar a lo que ocurre con SCO3375 y diferente a Lsr2 de Mycobacterium.

Estos resultados indican que la proteina SCO4076, al igual que la proteina SCO3375, se
une al DNA de una manera independiente de secuencia y puede formar varios complejos
DNA-Proteina.
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Figura 21. Union de la proteina SCO4076 a DNA. Se observa la formacion de complejo
DNA-proteina 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 plasmido pUC19.
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8.12 Ensayo de proteccion contra DNAsa I.

Las proteinas asociadas al nucleide son capaces de proteger al DNA de la degradacién
por la DNasa | (Grayling, 1997). Esta propiedad fue probada con la proteina SCO4076
(Figura 22). El plasmido pUC19 fue tratado con 1 Unidad de DNasa | durante 10 minutos
a 37 °C. Se observo que la DNasa degrado totalmente el DNA en ausencia de SC0O4076,
asi como con la presencia de BSA (5 ug). En contraste la actividad de la DNasa | fue
considerablemente inhibida por la preincubacion con la proteina SC0O4076.

Dnasa | - F 4 4+ F
SCO4076 - - . + +
BSA

12 3.4 56

Figura 22. Ensayo de proteccion contra la degradaciéon por la DNAsa I. El plasmido
pUC19 fue previamente tratado con la proteina SCO4076, posteriormente se afiadié 1 U
de Dnasa |, la reaccion se incub6 a 37°C durante 10 min. Se inactivé la reaccion con
EDTA y fue incubada a 75 °C durante 10 minutos. Las muestras fueron tratadas con
fenol:cloroformo y el DNA fue precipitado, para su posterior analisis en un gel de agarosa
al 1%. Carril 1, marcador de peso molecular. Carril 2, plasmido pUC19, Carril 3, pUC19
tratado con 1U de Dnasa I; Carril 4, pUC19 tratado con 5 pg de BSA y 1U de DNasa |;
Carril 5, pUC19 tratado con 1.6 ug de SC0O4076 y 1 U de DNasa [; Carril 6, pUC19
tratado con 3.2 pg de SCO4076 y 1 U de DNasa I.
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8.13 Purificacién del dominio Lsr2 de la metilasa M.Sall (Dom.Lsr2).

El dominio Lsr2 (Dom.Lsr2) es un dominio carboxilo-terminal de la metiltransferasa M.Sall,
el cual muestra una identidad considerable con la proteina Lsr2. Este fragmento solo es
encontrado en la metiltransferasa M.Sall y metiltransferasas relacionadas, pero no en otras
metiltransferasas de otros sistemas de modificacion-restriccion. Por lo anterior estdbamos
interesados en determinar si el dominio Lsr2, el cual contiene conservada la secuencia
putativa de union a DNA, podia purificarse en forma aislada y unirse a DNA in vitro.

La proteina Dom.Lsr2 fue purificada de E. coli (Figura 23) y se obtuvo con un buen grado
de pureza. Esta proteina tiene una masa de 15.1 KDa y un punto isoeléctrico de 8.5.
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Figura 23. Purificacion de la proteina Dom.Lsr2. A) se muestra el extracto soluble total
que fue cargado en una columna His-Trap montada en un equipo AktaPrime Plus, asi
como las diferentes fracciones de la elucién con imidazol. B) Se muestra la grafica
generada por el equipo AktaPrime donde se observa la fraccion purificada.
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8.14 Dimerizacion de la proteina Dom.Lsr2.

La proteina Lsr2 se ha determinado como una proteina que forma estructura o/
homodimérica (Summers,2012). Diez residuos se encuentran conservadas dentro del
Dominio N-terminal (1-55 aa) de la proteina Lsr2 (Asp-11, Asp-12, Phe-25, Tyr-32, lle-34,
Asp-35, Leu-36, Leu-44, Leu-48 and Trp-51), algunos de los amino&cidos relevantes en la
formacion de complejos oligoméricos, se encuentran conservados en el fragmento
Dom.Lsr2 de M. Sall, sin embargo, no se lograron identificar complejos oligoméricos. Se
debe considerar que es solo una fraccion de la proteina M. Sall y posiblemente la
dimerizacion ocurra en la proteina silvestre completa.

8.15 La proteina Dom-Lsr2 interactia de manera inespecifica con el DNA.

Se realizaron ensayos de EMSA con el objetivo de determinar si el dominio Dom.Lsr2 de
la metilasa M.Sall puede unirse in vitro a DNA en forma inespecifica, como lo hacen las
proteinas SCO3375 y SCO4076. La primera prueba fue un fragmento pequefio de dsDNA
de 23 pb y, como se puede observar en la Figura 24A, al aumentar la cantidad de proteina,
la cantidad de DNA libre comenzé a disminuir; sin embargo, no se logré formar un complejo
DNA-Proteina claramente definido, a pesar de que la concentracion de proteina empleada
fue 10 veces mayor (5.3 uM) que la necesaria para formar un complejo DNA-Proteina con
SCO03375 (0.5 uM). Con la prueba de DNA superenrollado si se observé la formacién de
complejos, la cual fue dependiente de la concentracién de proteina (Figura 24B). Un
aspecto interesante para considerar es la cantidad de proteina requerida para la formacién
de complejos fue mayor a la requerida con las proteinas SCO3375 y SCO4076. El dominio
Dom.Lsr2 también se pudo unir a ssDNA (Figura 24C), y en la comparacion de la afinidad
a la unién 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 proteinas Lsr2 de S.
coelicolor.

Estos datos revelan que el dominio Dom.Lsr2 de la metilasa M.Sall si pudo por si solo
unirse a DNA in vitro, que su union fue dependiente de la longitud del fragmento, y que la
secuencia de reconocimiento fue inespecifica. Estos resultados sugieren la posibilidad que
este dominio sea importante para la actividad total de la metiltransferasa M.Sall.
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Figura 24. Unién del dominio Dom.Lsr2 a DNA. Se observa la formaciéon de complejos
DNA-proteina mediante retraso en el corrimiento con concentraciones crecientes de la
proteina 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 Segregacidon y condensacion de las esporas en la cepa mutante Asco3375.

Lsr2 es una proteina esencial en M. tuberculosis, pero no en la especie relacionada (no
patdgena) M. smegmatis (Le Moigne et al., 2019), en la cual una cepa mutante sin Lsr2
presenta un efecto pleiotrépico. Cepas de S. coelicolor mutantes en las NAPs reportadas
hasta ahora presentan aberraciones en la condensacion y segregacion del cromosoma, asi
como afectaciones, en la produccion de antibidtico, en la viabilidad celular y en la
esporulacion.

Con el objetivo de conocer la funcionalidad de los genes en la viabilidad, desarrollo y

segregacion del cromosoma, se analizaron las cepas mutantes en los genes que codifican
proteinas Lsr2 de S. coelicolor.

Debido a los resultados descritos anteriormente de los efectos por la delecion del gen
sco3375 (afectaciones en la esporulacion, en la viabilidad, y en la produccion de
antibiéticos) nos interesamos en determinar si también se presentaban defectos en la
organizacion del cromosoma durante la esporulacién, como se ha descrito anteriormente
para otras NAPs. Por lo cual se realiz6 una tincion de los cromosomas de Streptomyces
con DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol) y se observaron bajo microscopia de fluorescencia
(Figura 27). Inicialmente se analizé el contenido de DNA en las esporas (n> 2000),
obteniendo un porcentaje mayor de esporas anucleadas en la cepa Asco3375, de 4.5%
respecto de la cepa silvestre M145. Cuando se afiadié tioestrepton al medio el porcentaje
de células anucleadas bajo a 1%. También se midi6 el area del nucleoide de las cepas, y
se observo que la cepa silvestre presentd un nucleoide mas compacto respecto a la mutante
Asco3375 con un promedio de 0.30 um? y 0.46 pm? respectivamente. En la figura 25 se
presenta la distribucion de las areas de los nucleoides por cada cepa y se observa como
en la cepa Asco3375 se encuentra en la region de mayor tamafio.
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Figura 25. Distribucion del area de los nucleoides de las cepas M145, Asco4076,
Asco3375 'y Asco3375 crecida con tioestreptdn. Se midi6 el area de 600 esporas por cada
cepa.
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Cuando comparamos la longitud de la espora se encontré que la distribucién se mantenia,
el promedio de la longitud de las esporas fue 0.75 um para las esporas silvestres y 0.9um
en la cepa Asco3375. En la gréfica de cajas (Figura 26) se muestra que las longitudes de
las esporas son estadisticamente diferentes, y que al ahadir tioestrepton el fenotipo no fue
restituido al fenotipo silvestre, algo que ya se habia observado en la prueba de resistencia
a la temperatura y al SDS.
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Figura 26. Distribucion de la longitud de las esporas de las cepas M145, Asco4076,
Asco3375y Asco3375 crecida con tioestreptén. Los datos son presentados como
diagrama de caja. El nimero 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 delecion del gen sco3375 en la segregacion del cromosoma,
tincion del DNA con DAPI. A) S. coelicolor M145, con el plasmido vacio plJ6902. B)
Mutante Asco4076. C) Mutante Asco3375 sin tioestrepton. D) Mutante Asco3375 con
tioestrepton. Las esporas anucleadas estan sefialadas con una flecha.

La barra de escala: 2 ym.
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8.17 Construccion de mutante nula ASIli_3719.

S. lividans es una especie cercanamente relacionada a S. coelicolor, inclusive a nivel
genomico, aunque presentan algunas diferencias fisioldgicas y morfolégicas (Lewis et al.,
2010). Para investigar el papel del gen homdlogo a sco3375 en S. lividans (Sli_3719) se
realizé la delecidn en la cepa silvestre S. lividans 1326 (Figura 28). Interesantemente este
gen se pudo eliminar facilmente del cromosoma en S. lividans 1326, aun 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 produccién y/o en el desarrollo morfolégico
de S. lividans, la cepa mutante ASIli_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 ASIi_3719 no mostraba diferencias en el desarrollo morfolégico en comparacion
con la cepa silvestre. Sin embargo, si se mostré un aumento en la produccion de antibiéticos
en todos los medios probados (Figura 29).
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Figura 28. Verificacion de la mutacion 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, ASli_3719 crecidas a 30°C durante 6 dias. Los medios empleados fueron
medios complejos; R2Y3, LB, NAy GYM.



También se realizo la comparacion del tamafio de los nucleoides de la cepa silvestre S.
lividans 1326 y su derivada mutante AS/i_3719 (Figura 30). En este andlisis se considero 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 pm y la cepa AS/i_3719
corresponde a 0.93 um. También en la distribucion de los nucleoides se observa como
existe una mayor distribucion en las longitudes de mayor tamafio en la cepa AS/i_3719.

Esto se ve reflejado en el nimero 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 pm y la mutante tiene 8 nucleoides en el mismo
intervalo.
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Figura 30. El histograma muestra la distribucién de la longitud de los nucleoides de las
cepas S. lividans 1326 y mutante, AS/i_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 ym.
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S. lividans 1326

ASliv_3719

Figura 31. Perfiles de florescencia de los nucleoides tefiidos. A) S. lividans 1326, B) cepa
mutante ASIi_3719. Las imagenes empleadas para determinar los perfiles, son mostradas
a un costado de la gréafica de florescencia relativa a través de una distancia de 12 ym.

La barra de escala: 2 ym.
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También se realizd la medicion de las esporas de las cepas S. lividans 1326 y mutante
ASIi_3719, observandose que el promedio de la longitud de las esporas fue 0.85um para
las esporas silvestres y 1.1 um en la cepa ASI/i_3719. En la figura 32 se muestra la grafica
de cajas de la distribucion de las longitudes, y presenta una diferencia estadistica.
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Figura 32. Distribucién de la longitud de las esporas de las cepas S. lividans 1326 y
mutante AS/i_3719. Los datos son presentados como diagrama de caja. El nUmero 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. Discusion.

Se ha estudiado ampliamente la proteina Lsr2 en Mycobacterium, sin embargo, las
proteinas Lsr2 de Streptomyces coelicolor representan una oportunidad para explorar la
contribucion fisioldgica en una bacteria con desarrollo complejo.

Dado que el genoma de S. coelicolor muestra que existen dos genes que codifican
proteinas Lsr2, cabria 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 hipétesis. La obtencién de la cepa mutante Asco4076 fue
relativamente sencilla, a diferencia de la mutante Asco3375, en la cual solo se pudo eliminar
el gen silvestre del cromosoma teniendo una copia extra clonada, sugiriendo la esencialidad
del gen sco3375. Ademas, este gen se encuentra localizado cerca de dos genes con una
actividad similar ATPasa (sco3373), similar a Mycobacterium en el cual el gen Isr2 esta
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
proteina con esa actividad. Sugiriendo que si existe una relacion de ortélogos ocurre entre
Isr2 de Mycobacterium y sco3375.

En un andlisis del el fosfoproteoma de S. coelicolor, se identificé a la proteina SCO3375
como una fosfoproteina (Parker et al.,, 2010). La treonina que puede ser fosforilada se
encuentran en todos los Streptomyces, mientras que todos los homdlogos de SC0O4076
presentan una prolina en esa posicion, la cual no es considerada como un blanco para
fosforilacion. Hasta el momento no se conoce cudl es la funcion de la fosforilacién, pero se
ha sugerido como un método de regulacién conservado evolutivamente.

La morfologia de la mutante sco4076 no presentd un defecto en el desarrollo, siendo muy
diferente a los resultados esperados por las proteinas NAPs ya caracterizadas en
Streptomyces como DdbA, sIHF, HupS, las cuales presentan defectos en la esporulacion.
La resistencia a temperatura y SDS fue el Gnico fenotipo observable de la cepa Asco4076
ya que a los 60 minutos a 60°C sobrevivian un porcentaje de 3.5% de las esporas; sin
embargo, los porcentajes de viabilidad son superiores a los presentados en las cepas
AhupS en la cual solo sobrevivieron 0.1% a 60°C durante 60 minutos, mientras que en la
cepa AslHF 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, podria
deberse a alteraciones en la membrana de la espora, de forma similar a lo que ocurre con
los niveles de expresion 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 homologo pudo ser eliminado, por lo que la
indispensabilidad de esta proteina Lsr2 podria ser dependiente de la cepa de Streptomyces.
Recientemente se identificd que la proteina Lsr2 y Hu interaccionan fisicamente (Datta et
al., 2019) y el complejo HU-Lsr2 es un regulador de la expresion génica. Ademas, se mostro
que las propiedades de unién a DNA diferian como complejo respecto a las proteinas
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independientes. Por lo tanto, una posible asociacion con otras proteinas podria ser una
explicacion a la diferencia observada entre S. coelicolor y S. lividans.

Las proteinas H-NS y StpA de E. coli y MvaT y MvaU de P. aeruginosa probablemente
forman complejos homomeéricos y heteroméricos por medio de su extremo N-terminal
(Dorman, 2004; Li, 2009), por lo cual se puede sugerir que en Streptomyces las proteinas
puedan formar complejos heteroméricos, ya que los complejos homoméricos fueron
identificados en las proteinas Lsr2 de Streptomyces.

La mutante sco3375 tiene una importante contribucion en el desarrollo de Streptomyces y
en el metabolismo secundario, ademas también es indispensable en el crecimiento y en la
viabilidad. La delecion de sco3375 produce defectos en la compactacion del cromosoma,
en la segregacién y en la produccién de antibiotico. Ademas, al igual que otras proteinas
esta involucrada en la dindmica del cromosoma, y su funcion es mas evidente durante la
esporulacion, ya que es en esta etapa en donde ocurre la compactacion y la segregacion.
El fenotipo del aumento en el area del nucleoide de la mutante sco3375 se ha observado
en mutantes de NAPs en S. coelicolor tales como SMC (Kaois et al., 2009), HupS (Salerno,
2009), DpsA (Facey et al., 2009), y sIHF (Swiercz et al., 2013).

Las mutantes hupS son deficientes en la condensacion del cromosoma, y presentan una
pigmentacion reducida de esporas, sin embargo, el contenido de DNA esta apropiadamente
segregado en las esporas, a diferencia de la mutante sco3375. Las mutaciones en smc no
afectan la forma de las esporas, pero si incrementan el porcentaje de esporas anucleadas
(7.5%), que es mayor al observado para la cepa sco3375 (4.5%). Mutantes dpsA presentan
variacion en el tamafio de la espora y también defectos en la condensacién del cromosoma,
como sco3375; sin embargo, no presentan esporas anucleadas.

También se observd que la produccién de antibi6ticos (ACT y CDA) fue reducida en la
mutante sco3375, respecto a la cepa silvestre, durante el crecimiento en medio sélido. Esto
fue similar a lo que se habia observado en la cepa mutante sIHF, la cual es considerada
como una proteina que rige la dinAmica del cromosoma.

Muchas de las NAPs caracterizadas se unen a una secuencia de DNA especifica, 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 proteina 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 unioén de las proteinas SCO3375 y SCO4076 a fragmentos de DNA de
diferentes longitudes fueron determinadas y los EMSAs mostraron que estas proteinas
pueden unirse a DNA de cadena sencilla y doble, y que la unién se realiza de manera
independiente de secuencia. Bajas concentraciones de las proteinas son requeridas para
retrasar la corrida electroforética de muestras de DNA grandes (2,900 pb) mas que las
pequefias (23 pb). Esto podria indicar que actian de una forma cooperativa en la unién o
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que estas proteinas prefieren la estructura de DNA que esta inherente en los fragmentos
largos de DNA.

La metiltransferasa M.Sall presenta un dominio Lsr2 poco conservado dentro de las
metilasas de sistemas de modificacién restriccion de tipo Il dependientes de S-adenosil
metionina (SAM). Este caso es particular ya que existen pocos reportes en Streptomyces
en los cuales una proteina se encuentre involucrada en varias funciones. La proteina DksA
de S. coelicolor presenta un extremo N-terminal de union a DNA tipo histona y un extremo
C-terminal con dominio DksA que puede potencialmente modular la actividad de la RNA
polimerasa en conjuncién con ppGpp (Aldridge et al., 2013). Debido a su extremo N-terminal
la proteina puede unir y condensar DNA in vitro.

El dominio Lsr2 de la proteina M.Sall fue capaz de unir al DNA de manera independiente
de secuencia, y no presenté preferencia respecto a la topologia. 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 unién de la misma al DNA.

Distribucién de los genes Isr2 en fagos.

Como se mencioné anteriormente los ortélogos de los genes Isr2 se encuentran
ampliamente distribuidos en las actinobacterias. Ademas, genes que codifican proteinas
Lsr2 también se han descrito en actinofagos. Esto representa una diferencia con las
proteinas H-NS, las cuales, aunque se han reportado genes que las codifican en plasmidos
(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 oligomerizacidon H-NS, el cual es capaz de desrreprimir genes
bajo el control transcripcional de la proteina H-NS del hospedero.

Realizando un analisis 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 proteinas
Lsr2 en fagos de Mycobacterium y puede deberse a que la mayoria de los genomas en la
base de datos actualmente corresponden a micofagos.

Un aspecto interesante era identificar en qué fagos se encontraban mas frecuentemente
las secuencias Isr2, si en fagos virulentos o temperados, por lo cual se clasificaron los fagos
analizados como virulentos o lisogénicos, considerando como fagos lisogénicos, aquellos
gue al menos contuvieran una integrasa, resolvasa o recombinasa en su genoma. Se
determino 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 Isr2, y particularmente
estos fagos fueron clasificados como virulentos.

Por lo tanto, se puede considerar que la distribucién de los genes Isr2 se favorece en fagos
lisogénicos. Esto podria estar relacionado con que las proteinas u homélogos a Lsr2
pueden reemplazar a proteinas represoras del fago, como se ha observado en
Corynebacterium. Y también, que fagos virulentos codifiquen proteinas Lsr2 en su genoma
podria significar una adaptacion mutua entre las proteinas Lsr2 de las cepas hospederas y
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las de los fagos. Esto puede ser justificado por la accion de una proteina 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
modificacion y restriccion.

Mycobacterium
Streptomyces
Gordonia

Microbacteriurm = I

Género hospedero

Arthrob aca‘er—]

T T T T 1
0 S50 100 150 200 250

Numero de ortologos

Figura 33. Se observa la distribucién de las secuencias Isr2 en actinofagos. La grafica de
barras muestra la frecuencia de los ortélogos codificados por genes Isr2 (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 proteinas 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 plasmido, evidenciando que ese gen es esencial en S. coelicolor.

Las proteinas Lsr2 de S. coelicolor, SCO3375 y SC0O4076, forman complejos oligoméricos,
y poseen funcién de union a DNA, de manera secuencia inespecifica, pero si dependiente
de la longitud. Ademas, no muestran una preferencia respecto a la topologia lineal o circular
del DNA.

El Dominio Lsr2 encontrado en la metiltransferasa M.Sall puede unirse al DNA de cadena
sencilla y doble, también depende de la longitud del DNA y no tiene una preferencia
respecto a la topologia lineal o circular del DNA.
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