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Resumen 84 

Después de casi 30 años de investigar la posible participación de la proteína 85 

Sco2127 de S. coelicolor en la regulación catabólica por carbono (RCC), se ha 86 

propuesto que el gen sco2127 codifica para alguna permeasa o para algún 87 

regulador transcripcional que activa la expresión de los genes que codifican para 88 

las glucosa permeasas (glcP1 y glcP2); sin embargo, también se ha demostrado 89 

que el gen sco2127 no solo no codifica para cualquiera de estas proteínas, sino 90 

que la proteína codificada por este gen, no tiene homología con ninguna proteína 91 

de función conocida. En este contexto, y con la intención de conocer la 92 

participación de la proteína Sco2127 en la RCC, en el presente estudio se 93 

caracterizó el fenotipo de la mutante ∆sco2127. Contrario a lo esperado, esta 94 

caracterización reveló que la proteína Sco2127 no es responsable de la RCC, y 95 

que es necesaria para el desarrollo y la formación de actinorrodina, así que para 96 

analizar con mayor detalle las repercusiones de la deleción del gen sco2127 sobre 97 

la fisiología de S. coelicolor, también se compararon los proteomas y 98 

transcriptomas de la mutante ∆sco2127 y la cepa silvestre. Estas comparaciones 99 

revelaron cambios en la expresión de cientos de genes y proteínas relacionados 100 

con algunas rutas, como la biosíntesis de nucleótidos de purina, la biosíntesis de 101 

actinorrodina, la degradación de glicina y la biosíntesis de ectoína, y con algunos 102 

procesos, como el metabolismo de glutamato, el transporte y algunos procesos de 103 

óxido-reducción. Además de confirmar que el gen sco2127 es necesario para la 104 

diferenciación morfológica y la biosíntesis de actinorrodina, estos resultados 105 

revelaron que algunos intermediarios, como el 2-oxoglutarato y el glutamato, y 106 

algunas proteínas, como el regulador de respuesta Sco0204, juegan un papel 107 

importante en la fisiología de la mutante, al participar en, e incluso controlar, 108 

varias de las rutas y procesos afectados por la deleción del gen sco2127. El 109 

cambio en la expresión de los genes glcP1 y glcP2, así como de algunos 110 

reguladores transcripcionales, sugiere por otro lado, y en consistencia con algunos 111 

estudios previos, que la expresión de dichos genes puede estar mediada por algún 112 

regulador transcripcional; sin embargo, en este estudio se proponen, por primera 113 

vez, algunos candidatos para llevar a cabo dicha tarea. Aunque se requieren 114 

estudios adicionales para conocer la función de la proteína Sco2127, este trabajo 115 

muestra un panorama general de los cambios fisiológicos ocasionados por la 116 
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deleción del gen sco2127, y demuestra que, aunque la proteína Sco2127 no es un 117 

regulador transcripcional, su ausencia genera cambios en una gran variedad de 118 

genes y proteínas relacionadas con el combate a estrés y la generación de 119 

acarreadores de electrones necesarios para satisfacer la demanda de energía 120 

aparentemente ocasionada por la deleción del gen sco2127. 121 

  122 
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Abreviaturas 123 

tRNA, RNA de transferencia 124 

PEP, fosfoenolpiruvato 125 

RCC, regulación catabólica por carbono 126 

dog, 2-desoxiglucosa 127 

dogR, mutantes resistentes a dog 128 

G6P, glucosa-6-fosfato 129 

Pck, fosfoenolpiruvato carboxicinasa 130 

Mtb, Mycobacterium tuberculosis 131 

UT, unidad transcripcional 132 

MPT, molibdopterina 133 

  134 
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Introducción 135 

Características generales y relevancia de los estreptomicetos 136 

Los estreptomicetos son bacterias filamentosas no patógenas que se caracterizan 137 

por su capacidad para producir una gran variedad de productos naturales. Estos 138 

productos incluyen una amplia lista de compuestos, entre los que destacan algunos 139 

antibióticos, agentes antitumorales, inmunosupresores y herbicidas, los cuales han 140 

encontrado novedosas aplicaciones en diversos ámbitos relacionados con la 141 

actividad humana, como la medicina, la agricultura, y el cuidado del medio 142 

ambiente (Dayani, Bishop et al. 2004, Oliveira, Batagov et al. 2006). Los 143 

estreptomicetos son reconocidos porque de ellos se ha obtenido casi la mitad los 144 

antibióticos producidos por microorganismos (Demain 2014); sin embargo, estas 145 

bacterias también se caracterizan por presentar un desarrollo morfológico 146 

complejo. Tanto en la naturaleza como en el laboratorio, principalmente en medio 147 

semisólido, los estreptomicetos forman un micelio vegetativo que se propaga a 148 

través de la superficie del medio, hasta agotar los nutrientes a su alrededor. Una 149 

vez que esto sucede, el micelio vegetativo sufre un proceso de autolisis que libera 150 

nutrientes adicionales, los cuales son reutilizados por la bacteria para la formación 151 

de un micelio aéreo. Finalmente, las hifas del micelio aéreo se dividen para 152 

formar unas estructuras de resistencia, mejor conocidas como esporas, las cuales 153 

contienen toda la información necesaria para comenzar un nuevo ciclo de vida 154 

cuando las condiciones ambientales vuelvan a ser favorables (Chater 2006). 155 

Cuando las hifas se observan a través del microscopio en esta fase del desarrollo, 156 

parecen cadenas de esporas (Chater 2006); sin embargo, a simple vista, dan una 157 

apariencia aterciopelada a la superficie de la colonia, que permite saber que el 158 

proceso de diferenciación ha concluido. 159 

 En los estreptomicetos, la producción de antibióticos está estrechamente 160 

relacionada con la diferenciación morfológica. La producción de estos metabolitos 161 

inicia generalmente cuando inicia la formación del micelio aéreo, y es abundante 162 

cuando las hifas del micelio aéreo se dividen para formar esporas. De esta manera, 163 

los estreptomicetos impiden que otros organismos que habitan el mismo ambiente, 164 

consuman los nutrientes liberados por la degradación del micelio vegetativo, y 165 

aumentan sus probabilidades de sobrevivencia (Chater 2006). En algunos casos, 166 

es posible identificar a simple vista la acumulación de estos compuestos, ya que 167 
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algunas especies como Streptomyces coelicolor, producen compuestos 168 

pigmentados como la undecilprodigiosina (rojo) y la actinorrodina (azul). 169 

 A pesar de que la mayoría de los estreptomicetos no esporula en medio 170 

líquido, en estas condiciones también ha sido posible identificar con precisión las 171 

fases del desarrollo y producción de metabolitos secundarios. Algunos autores 172 

incluso han propuesto que existe una íntima relación entre las curvas de 173 

crecimiento de los cultivos en medio líquido, y el desarrollo morfológico 174 

observado en placa. En 2008, por ejemplo, Ángel Manteca y colaboradores 175 

observaron que la fase de crecimiento exponencial y la fase estacionaria de un 176 

cultivo líquido de Streptomyces, corresponden con la formación de micelio 177 

vegetativo y la esporulación de una colonia estriada en placa, respectivamente 178 

(Manteca, Alvarez et al. 2008), lo cual explica que la producción de antibióticos 179 

en medio líquido inicie justo en el periodo de transición entre la fase de 180 

crecimiento exponencial y la fase estacionaria (Huang, Lih et al. 2001). 181 

Streptomyces coelicolor como objeto de estudio 182 

La capacidad de S. coelicolor para producir compuestos pigmentados, aunada a la 183 

facilidad para detectar a simple vista la formación de estos compuestos, facilitan 184 

la identificación de mutantes incapaces de producirlos. Esto no solo ha permitido 185 

caracterizar por completo las rutas de biosíntesis de algunos compuestos, como la 186 

undecilprodigiosina (Cerdeno, Bibb et al. 2001) y la actinorrodina (Fernandez- 187 

Moreno, Caballero et al. 1991, Fernandez-Moreno, Martinez et al. 1992, 188 

Fernandez-Moreno, Martinez et al. 1994), sino también el desarrollo de múltiples 189 

herramientas para la manipulación genética de S. coelicolor. Estas herramientas 190 

incluyen diversos sistemas de expresión, librerías de cósmidos, y métodos de 191 

recombinación, para el reemplazo total o parcial de genes (Kieser, Bibb et al. 192 

2000), y hacen de S. coelicolor el estreptomiceto mejor caracterizado 193 

genéticamente. De hecho, esta fue la primera especie de su género, cuyo genoma 194 

fue secuenciado. Dicho genoma reveló la presencia inesperada de múltiples genes 195 

relacionados con la biosíntesis de hasta 22 metabolitos secundarios distintos 196 

(Bentley, Chater et al. 2002), confirmando el enorme potencial de los 197 

estreptomicetos para la caracterización y el desarrollo de nuevos productos 198 

naturales; sin embargo, en el genoma también se descubrieron numerosos genes 199 

(965) que codifican para proteínas con alguna función regulatoria (Bentley, 200 
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Chater et al. 2002), lo cual indica que aunque S. coelicolor tiene el potencial para 201 

producir una gran variedad de compuestos útiles para la actividad humana, la 202 

formación de dichos compuestos está sujeta a diversos e intrincados sistemas de 203 

regulación. 204 

Biosíntesis y regulación de la actinorrodina 205 

Probablemente la ruta de biosíntesis de actinorrodina sea la vía mejor estudiada 206 

para la síntesis de cualquier antibiótico producido por S. coelicolor. La 207 

actinorrodina es un potente agente bacteriostático sensible a los cambios de pH 208 

(Mak and Nodwell 2017). Todos los genes relacionados con la biosíntesis y el 209 

transporte de actinorrodina están agrupados dentro del cluster de genes act. Este 210 

cluster contiene más de 20 genes (sco5071-sco5092) distribuidos a lo largo de 22 211 

kB (Okamoto, Taguchi et al. 2009), y está organizado en siete regiones, de 212 

acuerdo al tipo de genes que complementan la habilidad de distintas mutantes 213 

incapaces de producir actinorrodina, de sintetizar nuevamente este pigmento (Fig. 214 

1-A) (Malpartida and Hopwood 1986). Los genes de la región I (actI-1, 2 y 3) 215 

codifican para una policétido sintasa (PKS) de tipo I que se encarga de 216 

confeccionar el esqueleto carbonado de la actinorrodina a partir de un residuo de 217 

acetil-CoA y siete residuos de malonil-CoA (Fernandez-Moreno, Martinez et al. 218 

1992); los genes de las regiones III, IV, VI y VII codifican para diversas óxido- 219 

reductasas responsables de convertir el núcleo estructural de la actinorrodina en 220 

Figura 1 Biosíntesis de actinorrodina. (Imagen adaptada de Craney et al., 2013). A. Organización 

genómica del cluster act. Genes de regulación y resistencia: rojo y verde, respectivamente. Genes que 

codifican para la PKS: naranja. El color del resto de los genes depende de su participación en la 

configuración del producto final. Los genes sin relleno aún no han sido caracterizados. Sitios de unión 

del regulador transcripcional ActII-ORF4: cian. B. Pasos principales de la vía y enzimas que los 

catalizan. 
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un intermediario de tres anillos aromáticos; y los genes actVA-5 y actVB codifican 221 

para un par de enzimas que se encargan de fusionar dos de estos intermediarios en 222 

el producto final (Fernandez-Moreno, Martinez et al. 1994) (Fig. 1-B). 223 

Regulación específica: ActII-ORF4 224 

Los genes de resistencia y regulación de la actinorrodina se encuentran 225 

principalmente en la región II, en la parte central del cluster (Fernandez-Moreno, 226 

Caballero et al. 1991). El gen actII-ORF4 codifica para una proteína de unión a 227 

DNA que se une específicamente a las regiones intergénicas actIII/actI-ORF1 y 228 

actVIA/actVI-ORF1, para activar la expresión de dichos genes (Arias, Fernandez- 229 

Moreno et al. 1999) (Fig. 1-A). Debido a que las enzimas codificadas por estos 230 

genes son indispensables para la biosíntesis de actinorrodina (Fig. 1), puede 231 

decirse que la proteína ActII-ORF4 regula positivamente la formación de dicho 232 

compuesto. En virtud de que el activador ActII-ORF4 controla únicamente la 233 

expresión de los genes relacionados con la biosíntesis de actinorrodina, esta 234 

proteína también es considerada un regulador específico, y en este sentido, es 235 

similar a otros reguladores de S. coelicolor que controlan específicamente la 236 

producción de otros antibióticos, como la undecilprodigiosina (RedD y RedZ), el 237 

antibiótico dependiente de calcio (CdaR), la coelimicina (CpkO) y la 238 

metilenomicina  (MmyB, MmyR y MmfR) (Craney, Ahmed et al. 2013). 239 

Regulación global 240 

En la producción de actinorrodina no solo intervienen reguladores específicos 241 

como la proteína ActII-ORF4, sino también otros elementos de regulación. Estos 242 

elementos incluyen genes, proteínas y metabolitos, que generalmente forman 243 

parte de sistemas de regulación más complejos, y, por lo tanto, suelen afectar la 244 

producción de otros metabolitos secundarios, además de la actinorrodina. Algunos 245 

de estos sistemas, como el sistema bldA-AdpA, y los sistemas de dos 246 

componentes AfsK-AfsR y PhoR-PhoP, han sido bien caracterizados, y 247 

actualmente se conoce con precisión la labor que desempeña cada uno de sus 248 

integrantes, en cambio, otros sistemas, como la regulación catabólica por carbono 249 

(RCC), han sido pobremente caracterizados, y hasta el momento no se ha 250 

comprendido totalmente su influencia sobre la biosíntesis de antibióticos, 251 

incluyendo la actinorrodina. 252 
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Sistema bldA-AdpA 253 

Entre los genes sco3087 y sco3088 se encuentra el gen bldA. Este gen codifica 254 

para el único RNA de transferencia (tRNA) capaz de traducir el codón TTA en S. 255 

coelicolor, y por tal motivo, es indispensable para la traducción de los genes que 256 

contienen este tipo de tripletes (Takano, Tao et al. 2003). Algunos de estos genes 257 

incluyen los genes actII-ORF4 y redZ (Li, Wu et al. 2007), lo cual indica que la 258 

expresión de estos genes, y por lo tanto, la producción de actinorrodina y 259 

undecilprodigiosina, dependen del gen bldA (White and Bibb 1997). El tRNA 260 

bldA es conocido como un regulador global porque los genes que regula no 261 

necesariamente se encuentran cerca del gen bldA, basta con observar que los 262 

genes actII-ORF4 (sco5085) y redZ (sco5881) se encuentran a más de 2 Mb del 263 

gen bldA. La expresión del gen bldA depende, a su vez, del regulador AdpA. Esta 264 

proteína contiene un par de dominios de unión a DNA que le permiten unirse al 265 

promotor del gen bldA y activar su expresión. En consistencia con esto, en S. 266 

coelicolor se ha observado que la deleción del gen adpA afecta la producción de 267 

diversos metabolitos secundarios, incluyendo la actinorrodina, e incluso la 268 

formación de micelio aéreo (Nguyen, Tenor et al. 2003), indicando que el 269 

regulador AdpA actúa a un nivel todavía más general que el nivel al que actúa el 270 

tRNA bldA. La expresión del gen adpA es regulada por las proteínas ScbR y SlbR. 271 

Al unirse al promotor del gen adpA, los reguladores ScbR y SlbR reprimen la 272 

expresión de dicho gen,  hasta que detectan la presencia de gama-butirolactonas 273 

(GBLs). Las GBLs son moléculas de señalización de bajo peso molecular que al 274 

unirse a las proteínas ScbR y SlbR, evitan que estas proteínas sigan unidas al 275 

promotor del gen adpA, y de esta manera favorecen la expresión del gen adpA 276 

(Takano, Chakraburtty et al. 2001). Debido a que la biosíntesis de GBLs depende 277 

directamente del regulador transcripcional SlbR, esta proteína es crucial para la 278 

regulación y biosíntesis de antibióticos en S. coelicolor. De acuerdo con esto, se 279 

ha visto que algunas mutantes slbR de S. coelicolor producen actinorrodina y 280 

undecilprodigiosina de manera anticipada (Yang, Song et al. 2012). 281 

Sistemas de dos componentes AfsK-AfsR y PhoR-PhoP 282 

Los sistemas de dos componentes son mecanismos de regulación que detectan 283 

cambios en la concentración de alguna señal ambiental, y los traducen en una 284 

respuesta transcripcional. Estos sistemas generalmente están compuestos por una 285 
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cinasa y un regulador transcripcional, también conocido como regulador de 286 

respuesta. Cuando cambia la concentración de la señal apropiada, la cinasa se 287 

autofosforila, y de esta manera es capaz de fosforilar a su regulador de respuesta 288 

correspondiente. Una vez fosforilado, el regulador de respuesta puede activar o 289 

reprimir la expresión de sus genes blanco (Hutchings, Hoskisson et al. 2004). En 290 

S. coelicolor, los sistemas de dos componentes AfsK-AfsR y PhoR-PhoP están 291 

estrechamente relacionados con la biosíntesis de antibióticos. Aunque estos 292 

sistemas reconocen cambios en la concentración de compuestos diferentes, S- 293 

adenosilmetionina (SAM) en el caso del sistema AfsK-AfsR (Jin, Cheng et al. 294 

2011), y fosfato en el caso del sistema PhoR-PhoP (Sola-Landa, Rodriguez-Garcia 295 

et al. 2005), ambos activan la expresión del gen afsS, el cual codifica para un 296 

factor sigma que promueve la expresión de algunos genes necesarios para la 297 

biosíntesis de actinorrodina y undecilprodigiosina (Lee, Umeyama et al. 2002, 298 

Tanaka, Takano et al. 2007). 299 

Regulación catabólica por carbono (RCC) 300 

Las bacterias son capaces de utilizar diversas fuentes de carbono; sin embargo, el 301 

consumo de estos nutrientes está sujeto a un fenómeno conocido como regulación 302 

catabólica por carbono (RCC). Este fenómeno consiste en el uso preferencial de 303 

las fuentes de carbono que permiten un crecimiento celular más rápido, y que 304 

además son de fácil acceso, sobre otras fuentes de carbono que no cumplen con 305 

estas características, de tal manera que mientras esto sucede, se inhibe la 306 

expresión y/o la actividad de las enzimas necesarias para la utilización de las 307 

fuentes de carbono menos preferidas (Gorke and Stulke 2008). 308 

 La RCC ha sido ampliamente estudiada en Escherichia coli y Bacillus 309 

subtilis. En E. coli, básicamente depende del estado de fosforilación del 310 

componente EIIA, y este, a su vez, depende de la presencia de glucosa y la 311 

concentración de fosfoenolpiruvato (PEP). En presencia de glucosa, el 312 

componente EIIA no está fosforilado, ya que el grupo fosfato que puede unir, es 313 

transferido a la glucosa por el componente EIIBC durante el transporte de esta 314 

fuente de carbono al interior de la célula. Bajo estas condiciones, el componente 315 

EIIA tampoco puede ser fosforilado por el PEP, quien normalmente se encarga de 316 

fosforilarlo, ya que este intermediario disminuye su concentración en presencia de 317 

glucosa. En cualquier caso, el componente EIIA no fosforilado es capaz de unirse 318 



 13 

a los promotores de los genes glpK y lacY y, de esta manera, evitar la expresión de 319 

las proteínas codificadas por estos genes. Debido a que estas proteínas están 320 

relacionadas con el metabolismo de glicerol y el transporte de lactosa, 321 

respectivamente, estas fuentes de carbono no pueden ser utilizadas en presencia de 322 

glucosa (Fig. 2-A). Contrario a lo que sucede en presencia de glucosa, en ausencia 323 

de este carbohidrato aumenta la concentración de PEP, y esto permite que el 324 

componente EIIA pueda ser fosforilado. Adicionalmente, y debido a que en 325 

ausencia de glucosa no hay una fuente de carbono que deba ser fosforilada por el 326 

componente EIIBC, el componente EIIA conserva su grupo fosfato, y de esta 327 

manera es capaz de activar a la adenilato ciclasa (AC). Una vez activa, la AC 328 

cataliza la formación de AMP cíclico (cAMP), y este mensajero, a su vez, puede 329 

unirse a la proteína CRP para formar el complejo cAMP-CRP, el cual activa la 330 

expresión de los genes involucrados en la utilización de otras fuentes de carbono 331 

distintas a la glucosa, como el glicerol y la lactosa (Fig. 2-A) (Gorke and Stulke 332 

2008). 333 

 En B. subtilis la RCC depende de la proteína HPr, específicamente, del 334 

sitio donde esta proteína es fosforilada. La proteína HPr puede fosforilarse 335 

predominantemente en dos sitios: la serina 46 (Ser46) y la histidina 15 (His15). 336 

Cuando el flujo glucolítico se encuentra activo, incrementa la concentración de 337 

fructosa-1,6-bisphosphate (FBP) y ATP, y esto permite que la proteína HPr sea 338 

fosforilada en la Ser 46 por la proteína bifuncional HPr cinasa/fosforilasa (HPrK). 339 

Figura 2 Regulación catabólica por carbono en Escherichia coli (A) y Bacillus subtilis (B). (Imagen 

tomada de (Gorke and Stulke 2008)). 
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Una vez fosforilada, la proteína HPr(Ser-P) se une a la proteína de control de 340 

catabolitos (CcpA). Cuando no esta fosforilado, el residuo His15 de la proteína 341 

HPr también ayuda a fortalecer la interacción del complejo HPr(Ser-P)-CcpA, el 342 

cual se encarga de reprimir la expresión de los genes necesarios para la utilización 343 

de fuentes de carbono diferentes a la glucosa (Fig. 2-B). Por el contrario, cuando 344 

disminuye la concentración de F6B y ATP, en ausencia de glucosa, se induce la 345 

actividad fosforilasa de la proteína HPrK. Esto promueve la pérdida del grupo 346 

fosfato unido inicialmente al residuo Ser46 de la proteína HPr, y favorece la 347 

fosforilación de esta proteína en la His15. Esta reacción está mediada por el 348 

complejo EI. Finalmente, la proteína HPr(His-P) puede transferir su grupo fosfato 349 

a otras proteínas relacionadas con el metabolismo de otras fuentes de carbono, y 350 

por lo tanto, inducir su actividad, dando como resultado un incremento en el 351 

consumo de dichas fuentes de carbono (Fig. 2-B) (Gorke and Stulke 2008). 352 

 A diferencia de E. coli y B. subtilis, donde la RCC ha sido descrita 353 

detalladamente, en organismos como S. coelicolor, este sistema de regulación no 354 

ha sido bien caracterizado a pesar del esfuerzo que, durante años, se ha realizado 355 

por comprender las bases de su funcionamiento. 356 

 En S. coelicolor, la RCC ha sido estudiada desde los años ochenta, cuando 357 

David Hodgson creció células de S. coelicolor en presencia de arabinosa, una 358 

fuente de carbono cuya utilización es reprimida en presencia de glucosa, y 2- 359 

desoxiglucosa (dog), un análogo de la glucosa no asimilable, pero capaz de activar 360 

el sistema de regulación por carbono. Como resultado de esta fuerte presión 361 

selectiva, aparecieron diferentes mutantes resistentes a dog (mutantes dogR). 362 

Posteriormente, estas mutantes se cultivaron en placas con agar suplementado con 363 

glucosa, y se observó que alrededor de algunas colonias se habían formado halos 364 

que indicaban la utilización de agar, a pesar de la presencia de glucosa, lo cual 365 

sugería que las mutantes dogR eran insensibles a represión por carbono (Hodgson 366 

1982). Aunque la mayoría de estas mutantes eran incapaces de crecer en glucosa 367 

como única fuente de carbono (mutantes dogR G-), también se obtuvieron 368 

mutantes dogR completamente capaces de usar glucosa (G+), y con una capacidad 369 

intermedia para usar dicho carbohidrato (G±) como única fuente de carbono. El 370 

fenotipo de las mutantes G- y G± podría haberse explicado fácilmente si estas 371 

mutantes hubieran mostrado deficiencias para transportar glucosa; sin embargo, 372 

dichas mutantes no mostraron diferencias significativas en el transporte de 373 
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glucosa con respecto a la cepa silvestre, al menos durante las primeras horas de su 374 

medición, aunque después de algunas horas, sí observó una disminución en su 375 

velocidad de consumo de glucosa, lo cual sugería que si bien las mutantes no 376 

habían sufrido afectaciones importantes en el transporte de glucosa, era evidente 377 

que sí habían mostrado dificultades para metabolizar esta fuente de carbono. 378 

Debido a que estas mutantes también fueron capaces de usar galactosa como 379 

fuente de carbono, la cual es metabolizada a través de la glucosa-6-fosfato (G6P), 380 

y tomando en cuenta que la única reacción de la glucólisis entre el transporte de 381 

glucosa y la formación de G6P es la fosforilación de la glucosa, la cual está 382 

mediada por la glucosa cinasa, se postuló que las mutantes dogR debían tener 383 

mutaciones en el gen que codifica para dicha enzima (glkA) (Hodgson 1982). En 384 

consistencia con esta hipótesis, Seno y Chater demostraron, solamente un año 385 

después, que, a diferencia de la cepa silvestre, las mutantes dogR de S. coelicolor 386 

habían perdido su actividad glucosa cinasa (Seno and Chater 1983). 387 

Descubrimiento del gen sco2127 y su posible participación en la RCC 388 

Para identificar las mutaciones presentes en las mutantes dogR G-, estas mutantes 389 

se transformaron con fragmentos de DNA de 30 kb del cromosoma de S. 390 

coelicolor, y se observó que algunas mutantes recuperaron su habilidad para 391 

crecer en glucosa como única fuente de carbono, y su actividad glucosa cinasa. El 392 

análisis de las construcciones obtenidas a partir de algunas de estas mutantes, 393 

reveló la presencia recurrente de un fragmento de DNA de 2.9 kb que, en teoría, 394 

debía contener el gen que codifica para la glucosa cinasa (glk) (Ikeda, Seno et al. 395 

1984); sin embargo, la secuencia de dicho fragmento no solo reveló la presencia 396 

del gen glk (sco2126), sino también, y de manera inesperada, del gen sco2127. 397 

Debido a que este último gen codifica para una proteína de función desconocida, 398 

se propuso que el gen glk era el único responsable de la RCC en S. coelicolor; sin 399 

embargo, la transformación de algunas mutantes dogR, únicamente con este gen 400 

(clonado en un vector de bajo número de copias), no fue suficiente para 401 

restablecer la RCC, analizada en función de la expresión del gen que codifica para 402 

la agarasa (dag). En cambio, la transformación de dichas mutantes con un 403 

fragmento de DNA que contenía los genes sco2127 y glk, sí logró restablecer la 404 

represión del gen dag (Angell, Lewis et al. 1994). Aunque estos resultados 405 

advertían por primera vez que el gen sco2127 o la proteína codificada por dicho 406 
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gen participaban de alguna manera en la RCC, esta propuesta recibió poca 407 

atención, y en este contexto, la idea de que el gen glk fuera el responsable de la 408 

RCC, por el contrario, adquirió mayor fuerza; sin embargo, las mutantes dogR 409 

transformadas únicamente con el gen glk no fueron capaces de restablecer la 410 

RCC. Debido a que para llevar a cabo dicha transformación se había utilizado un 411 

vector de bajo número de copias, se creyó que las mutantes dogR no habían 412 

complementado debido a la baja expresión del gen glk; sin embargo, la 413 

transformación de las mutantes con un vector multicopia, y por lo tanto la 414 

sobreexpresión del gen glk, tampoco fue suficiente para restablecer la RCC en 415 

dichas mutantes. En contraste con estos resultados, la transformación de las 416 

mutantes dogR con una sola copia de los genes sco2127 y glk fue suficiente para 417 

evitar la expresión del gen dag (Angell, Lewis et al. 1994). Además de señalar 418 

que ni el gen glk, ni la actividad glucosa cinasa eran suficientes para reprimir la 419 

expresión del gen dag en presencia de glucosa, estos resultados fortalecieron la 420 

hipótesis de que el gen sco2127 jugaba un papel importante en la regulación por 421 

carbono en S. coelicolor. 422 

Regulación catabólica por carbono en Streptomyces peucetius var. 423 

caesius 424 

Similar a lo ocurrido con la expresión del gen dag en S. coelicolor, distintos 425 

autores observaron que en Streptomyces peucetius var. caesius la glucosa también 426 

disminuye la actividad ß-galactosidasa y la formación de antraciclinas (Segura, 427 

González et al. 1996, Escalante, Ramos et al. 1999, Ramos, Guzman et al. 2004), 428 

demostrando que la formación de enzimas extracelulares y antibióticos también 429 

está sujeta a represión por carbono en S. peucetius var. caesius. De acuerdo con 430 

estos resultados, también se observó que la formación de ß-galactosidasa y 431 

antraciclinas en distintas mutantes dogR de S. peucetius var. caesius, en presencia 432 

de glucosa, incrementó con respecto a los niveles mostrados por la cepa silvestre 433 

(Segura, González et al. 1996), confirmando que las mutantes dogR de S. 434 

peucetius var. caesius, al igual que las mutantes dogR de S. coelicolor, también 435 

eran insensibles a represión por glucosa (Segura, González et al. 1996, Escalante, 436 

Ramos et al. 1999). Si bien estas observaciones señalan que el mecanismo de 437 

RCC se encuentra conservado entre algunas especies del género Streptomyces, en 438 

S. peucetius var. caesius, a diferencia de lo observado en S. coelicolor, se 439 
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obtuvieron algunas mutantes insensibles a RCC con una actividad glucosa cinasa 440 

similar a la de la cepa silvestre (Ramos, Guzman et al. 2004), lo cual descarta la 441 

existencia de una relación directa entre la actividad glucosa cinasa y la RCC. 442 

Adicionalmente, estos resultados confirmaron que ni el gen glk, ni la actividad 443 

glucosa cinasa, por sí solos, eran responsables de la RCC. De acuerdo con esto, la 444 

secuencia del gen glk de distintas mutantes insensibles a RCC no presentó 445 

deleciones ni mutaciones puntuales. A pesar de esto y con la intención de 446 

identificar algún vínculo entre el fenómeno de regulación por carbono y el 447 

fenotipo de las mutantes insensibles a dicho proceso, se midió el transporte de 448 

glucosa en distintas mutantes insensibles a RCC. Este análisis reveló que, a 449 

diferencia de la cepa silvestre, las mutantes de S. peucetius var. caesius 450 

insensibles a RCC mostraban una disminución considerable en el transporte de 451 

glucosa (Ramos, Guzman et al. 2004), lo cual sugería que había una correlación 452 

directa entre el fenómeno de RCC y el transporte de glucosa. 453 

Efecto del gen sco2127 de S. coelicolor en mutantes de S. peucetius var. 454 

caesius insensibles a RCC  455 

Con base en la premisa de que el gen sco2127 jugaba un papel importante en el 456 

fenómeno de regulación por carbono (Angell, Schwarz et al. 1992, Angell, Lewis 457 

et al. 1994), y a pesar de no haber encontrado deleciones ni mutaciones puntuales 458 

en el gen glk de las mutantes insensibles a RCC de S. peucetius var. caesius 459 

(Ramos, Guzman et al. 2004), en este organismo también se estudió el efecto de 460 

los genes glk y sco2127 de S. coelicolor sobre el fenómeno de regulación por 461 

carbono. Para esto, primero fue necesario asegurar la presencia de genes 462 

homólogos a los genes glk y sco2127 en S. peucetius var. caesius, ya que hasta el 463 

momento se desconoce la secuencia genómica completa de este organismo. 464 

Mediante un análisis de southern blot, y usando los genes de S. coelicolor como 465 

sondas, se confirmó la presencia de genes homólogos a glk y sco2127 en S. 466 

peucetius var. caesius. Este ensayo también reveló que ambos genes están 467 

localizados en la misma región del cromosoma (Guzman, Carmona et al. 2005), y 468 

esto sugiere a su vez que dichos genes podrían estar organizados de la misma 469 

manera que en S. coelicolor, es decir, el gen sco2127 ubicado río arriba del gen 470 

glk, por lo que en S. peucetius var. caesius se esperaba obtener resultados 471 

similares a los obtenidos en S. coelicolor. De acuerdo con lo esperado, todas las 472 
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mutantes insensibles a RCC de S. peucetius var. caesius recuperaron su actividad 473 

glucosa cinasa después de haber sido transformadas exclusivamente con el gen 474 

glk; sin embargo, solo algunas recuperaron su sensibilidad a RCC, confirmando 475 

que no existe una relación directa entre estos parámetros. En contraste con estos 476 

resultados, la sola presencia del gen sco2127 de S. coelicolor en los plásmidos 477 

usados para complementar, fue suficiente para restablecer la capacidad regulatoria 478 

de dichas mutantes. Adicionalmente, las mutantes de S. peucetius var. caesius 479 

transformadas únicamente con el gen sco2127 mostraron un aumento en la 480 

actividad glucosa cinasa, y en consistencia con esto, también mostraron un 481 

incremento en la expresión del gen glk (Guzman, Carmona et al. 2005). Estos 482 

resultados habrían sido explicados fácilmente de haber ocurrido algún evento de 483 

recombinación entre el gen sco2127 y el DNA de las mutantes transformadas, ya 484 

que en S. coelicolor se había demostrado previamente que, además de 485 

transcribirse desde su propio promotor, el gen glk puede transcribirse desde un 486 

promotor localizado río arriba del gen sco2127 (Angell, Schwarz et al. 1992); sin 487 

embargo, esta posibilidad fue descartada al confirmar la presencia del gen 488 

sco2127 en los plásmidos obtenidos a partir de las mutantes complementadas de 489 

S. peucetius var. caesius (Guzman, Carmona et al. 2005). Además de recuperar su 490 

capacidad regulatoria, y haber mostrado un incremento tanto en la expresión del 491 

gen glk, como en la actividad glucosa cinasa, las mutantes de S. peucetius var. 492 

caesius transformadas solamente con el gen sco2127 de S. coelicolor, mejoraron 493 

su capacidad para transportar glucosa (Guzman, Carmona et al. 2005); sin 494 

embargo, no pudo comprobarse si dicha mejora se debía a un aumento en la 495 

expresión de la glucosa permeasa, ya que, al igual que el gen sco2127 de S. 496 

coelicolor, tampoco se conoce la secuencia del gen que codifica para la glucosa 497 

permeasa de S. peucetius var. caesius. Aunado a esto, poco tiempo después, en 498 

2007, Gilles van Wezel y colaboradores demostraron que aunque la cepa silvestre 499 

y la mutante dogR M480 de S. coelicolor muestran diferencias significativas en el 500 

transporte de glucosa, dichas diferencias no se deben al cambio en la expresión 501 

del gen glcP (van Wezel, Konig et al. 2007). Por lo tanto, parece poco probable 502 

que el restablecimiento del transporte de glucosa en las mutantes dogR de S. 503 

peucetius var. caesius transformadas con el gen sco2127 haya sido provocado por 504 

un cambio en la expresión de la glucosa permeasa. 505 
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 Si el restablecimiento del transporte de glucosa en las mutantes insensibles 506 

a RCC de S. peucetius var. caesius no se debe al cambio en la expresión de la 507 

glucosa permeasa, entonces ¿a qué podría deberse la variación en el transporte de 508 

glucosa en estas mutantes? En ese mismo año, van Wezel y colaboradores 509 

también observaron que, en presencia de glucosa, la glucosa cinasa se localiza en 510 

la membrana celular. Con base en estas observaciones, estos autores sugirieron 511 

que la glucosa cinasa interacciona con la glucosa permeasa, y de esta manera 512 

favorece el transporte de glucosa (van Wezel, Konig et al. 2007); sin embargo, 513 

estos resultados no descartan la posibilidad de que la glucosa cinasa pueda 514 

interaccionar con otras proteínas de membrana. Aunque la glucosa cinasa 515 

realmente fuera la responsable del aumento en el transporte de glucosa en las 516 

mutantes complementadas con el gen sco2127, aún no queda claro como pudo 517 

haber aumentado la expresión de esta proteína en dichas mutantes. Como se 518 

mencionó anteriormente, parece poco probable que la expresión del gen glk, así 519 

como de su producto de expresión, haya aumentado en las mutantes 520 

transformadas, como resultado de la transcripción del gen glk desde el promotor 521 

localizado río arriba del gen sco2127, ya que los plásmidos purificados a partir de 522 

dichas mutantes conservaban el gen sco2127 junto con su promotor, y en este 523 

contexto, parece que la proteína Sco2127 es quien realmente controla los niveles 524 

de expresión del gen glk. Debido a que la secuencia de la proteína Sco2127 no 525 

presenta dominios de unión a DNA, resulta difícil creer que esta proteína pueda 526 

activar directamente la expresión del gen glk; por lo tanto, dicha activación 527 

debería ocurrir mediante interacciones proteína-proteína entre la proteína Sco2127 528 

y otra u otras proteínas, como aparentemente sucede entre la glucosa cinasa y la 529 

glucosa permeasa, o por medio de un regulador transcripcional que pueda 530 

controlar directamente la expresión del gen glk, como se había sugerido 531 

anteriormente (Angell, Lewis et al. 1994). 532 

La proteína Sco2127 de S. coelicolor interacciona de manera 533 

independiente con las proteínas BldKB y Sco2582 534 

Para saber si el producto de expresión del gen sco2127 interaccionaba con otras 535 

proteínas, se realizaron ensayos de pull-down, seguidos de un análisis de western 536 

blot. Primeramente, se expresó y purificó la proteína Sco2127 con una cola de 537 

histidinas (Chavez, Garcia-Huante et al. 2009). Posteriormente, la proteína 538 
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purificada se unió a una resina de níquel, y el complejo formado fue expuesto al 539 

extracto celular de un cultivo de S. coelicolor crecido en medio complejo hasta el 540 

inicio de la fase estacionaria, ya que, bajo estas condiciones, la proteína Sco2127 541 

se expresa predominantemente a partir de este punto (Chavez, Forero et al. 2011). 542 

Los complejos formados Sco2127-proteína se detectaron con anticuerpos 543 

específicos contra la proteína Sco2127 en un gel desnaturalizante, y finalmente, 544 

las proteínas  unidas a la proteína Sco2127, se identificaron por espectrometría de 545 

masas (Chavez, Forero et al. 2011). 546 

 Aunque se esperaba encontrar interacciones entre la proteína Sco2127 y 547 

alguna proteína de unión a DNA, que ayudaran a explicar el aumento en la 548 

expresión del gen glk en las mutantes insensibles a RCC complementadas 549 

únicamente con del gen sco2127, estos experimentos solamente revelaron 550 

interacciones entre la proteína Sco2127 y las proteínas Sco5113 y Sco2582 551 

(Chavez, Forero et al. 2011). 552 

 La proteína Sco5113 (BldKB) es un sistema de importación de 553 

oligopéptidos que permite el transporte del péptido bld261 hacia al interior de la 554 

célula, y con ello favorece la diferenciación morfológica en S. coelicolor, ya que 555 

dicho péptido funciona como molécula de señalización (Nodwell and Losick 556 

1998). Por su parte, la proteína Sco2582 es una proteasa de función desconocida; 557 

sin embargo, su secuencia de aminoácidos indica que pertenece a la familia de 558 

proteínas M48 (Boratyn, Schaffer et al. 2012). El prototipo de esta familia de 559 

proteínas es la proteasa Ste24 de Saccharomyces cerevisiae 560 

(http://merops.sanger.ac.uk/) (Rawlings, Barrett et al. 2016). Esta proteína realiza 561 

un corte en cada uno de los motivos CaaX (donde "a" significa un residuo 562 

alifático, y "X" cualquier residuo) y STATA del "Factor a" de S. cerevisiae, una 563 

hormona de apareamiento en levaduras que requiere dichos cortes para su 564 

maduración (Pryor, Horanyi et al. 2013). Suponiendo que la proteasa Sco2582 de 565 

S. coelicolor realiza cortes en los mismos motivos que la proteína Ste24, la 566 

presencia de cualquiera de estos motivos en la secuencia de las proteínas de S. 567 

coelicolor podría revelar las proteínas blanco de la proteasa Sco2582. Con base en 568 

esto, se buscaron los motivos CaaX y STATA en la secuencia de las 7825 569 

proteínas de S. coelicolor; sin embargo, solo se encontró un motivo, el motivo 570 

STATA, en una de las proteínas, la proteína Sco5913, lo cual sugiere que esta 571 

http://merops.sanger.ac.uk/
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proteína puede ser la proteína blanco de la proteasa Sco2582 en S. coelicolor 572 

(Jiménez-Rodrígez 2018). 573 

 Al igual que la proteína Sco2582, la proteína Sco5913 es una proteasa. La 574 

estructura primaria de la proteasa Sco5913 contiene un péptido señal que, al ser 575 

eliminado, deja en su lugar una proteína de menor tamaño, constituida por un 576 

propéptido y el péptido funcional. Con base en estas observaciones, la proteína 577 

Sco5913 de S. coelicolor aparentemente también requiere dos cortes para su 578 

activación, similar al número de cortes necesarios para la maduración del "Factor 579 

a" de S. cerevisiae. Aunque se desconoce quien realiza el primer corte sobre la 580 

proteína Sco5913, cuya función puede ser la eliminación del péptido señal, es 581 

probable que el segundo corte, y por lo tanto la activación final de dicha proteína, 582 

se lleve a cabo por la proteasa Sco2582, ya que el motivo STATA identificado en 583 

la secuencia de la proteína Sco5913, se localiza precisamente entre el propéptido 584 

y el péptido funcional. En S. coelicolor se ha observado que la proteasa Sco5913 585 

es capaz de digerir al inhibidor de proteasas Sti (Streptomyces trypsin inhibitor, 586 

Sco0762), y que cuando esto sucede, disminuye la actividad inhibitoria de la 587 

proteína Sti, y aumenta la actividad proteasa extracelular, provocando una 588 

anticipación de la diferenciación morfológica y un aumento en la producción de 589 

actinorrodina (Kim, Hesketh et al. 2008). Si además de esto se considera que la 590 

proteasa Sco5913 puede ser activada por la proteasa Sco2582, y que esta última, a 591 

su vez, es capaz de unirse a la proteína Sco2127, es posible pensar que tanto la 592 

diferenciación morfológica como la producción de actinorrodina en S. coelicolor 593 

dependen en última instancia de la proteína Sco2127; sin embargo, aún no se ha 594 

demostrado la participación concreta de la proteína Sco2127 sobre estos procesos. 595 

  596 
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Objetivo general 597 

Conocer el efecto de la deleción del gen sco2127 sobre la diferenciación 598 

morfológica y la biosíntesis de actinorrodina en S. coelicolor. 599 

Objetivos específicos 600 

1. Analizar la diferenciación morfológica y la producción de actinorrodina de la 601 

cepa silvestre y la mutante ∆sco2127 de S. coelicolor. 602 

2. Comprobar si la proteína Sco2127 participa en la regulación catabólica por 603 

carbono. 604 

3. Obtener y analizar los transcriptomas y proteomas de la cepa silvestre y la 605 

mutante ∆sco2127 para identificar los genes y proteínas expresados 606 

diferencialmente entre ambas cepas. 607 

4. Analizar la relación de algunos de estos genes o proteínas con la 608 

diferenciación morfológica y la biosíntesis de actinorrodina. 609 

5. Verificar la posible participación de algunos genes o proteínas seleccionados 610 

previamente con ambos procesos biológicos. 611 

  612 
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Materiales y métodos 613 

Cepas y condiciones de crecimiento 614 

En este estudio se usó la cepa S. coelicolor M145 como cepa silvestre. Esta cepa 615 

carece de los plásmidos SCP1 y SCP2. La mutante nula ∆sco2127 se obtuvo 616 

mediante recombinación homóloga (Gust, Challis et al. 2003), a partir de la 617 

mutante resistente a apramicina ∆sco2127::aac(3)IV construida previamente 618 

(Chavez, Garcia-Huante et al. 2009). Para asegurar que el fenotipo de la mutante 619 

nula ∆sco2127 se debía únicamente a la deleción del gen sco2127, esta mutante 620 

fue complementada con el gen sco2127. Este gen, así como su promotor, fueron 621 

clonados en el plásmido integrativo pMS81 (Gregory, Till et al. 2003), y el 622 

plásmido resultante fue insertado posteriormente en la mutante ∆sco2127. Como 623 

control de esta construcción, se usó el plásmido pMS81 vacío, el cual fue 624 

insertado en otro clon de la mutante ∆sco2127. La doble mutante ∆sco2127 625 

∆sco0204 también se obtuvo por recombinación homóloga, sólo que, en este caso, 626 

el gen sco0204 de la mutante sencilla ∆sco2127 fue reemplazado por el cassette 627 

de resistencia a apramicina. 628 

 Para la obtención de esporas, las cepas se sembraron en placas con medio 629 

soya-manitol (Kieser, Bibb et al. 2000). Las fermentaciones se llevaron a cabo en 630 

matraces bafleados de 250 mL con 50 mL de medio R5 modificado (Fernandez, 631 

Weissbach et al. 1998) suplementados con arabinosa 55 mM, en lugar de glucosa, 632 

como fuente de carbono. El medio fue inoculado con 200×106 esporas, incubado a 633 

30ºC y agitado a 200 rpm. 634 

Determinación de actinorrodina y nitrito 635 

La producción de actinorrodina se determinó con base en la estrategia reportada 636 

por Bystrykh y colaboradores (Bystrykh, Fernandez-Moreno et al. 1996). Se 637 

tomaron muestras de 1 mL de cultivo, y se les agregaron 500 µL de KOH 3N para 638 

obtener una concentración final de KOH de 1N. Estas mezclas se incubaron a 4 ºC 639 

durante 16 h, y después se centrifugaron a 3000×g durante 1 min para separar la 640 

biomasa del sobrenadante. La absorbancia de los sobrenadantes se midió a 640 641 

nm en un espectrofotómetro de luz visible, usando 1 mL de KOH 1N como 642 

blanco, y finalmente, se calculó la concentración de actinorrodina usando el 643 
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coeficiente de extinción molar de dicho compuesto: 25320 M-1 cm-1 (Bystrykh, 644 

Fernandez-Moreno et al. 1996). 645 

 Para determinar la concentración de nitrito, se siguió el método de Griess- 646 

Ilosvay, el cual está basado en la capacidad del nitrito de formar un pigmento rosa 647 

en presencia de ácido sulfanílico (reactivo 1) y un colorante de tipo azo. La 648 

prueba original emplea alfa-naftilamina como colorante; sin embargo, este 649 

compuesto es carcinógeno, y debido a esto, fue reemplazado por N, N-dimetil-1- 650 

naftilamina (reactivo 2) (Wallace and Neave 1927). Los reactivos 1 y 2 están 651 

incluidos en el kit Api 20 ETM (bioMérieux, Inc.). Para la determinación, se 652 

tomaron 658 µL de muestra, a los cuales se añadieron 282 µL de nitrito de sodio 653 

100 µM, para obtener una concentración de nitrito de sodio de 30 µM. A esta 654 

mezcla se añadieron 30 µL del reactivo 1, y la reacción se incubó a 45 ºC durante 655 

5 min. Inmediatamente después, se añadieron 30 µL del reactivo 2, y la mezcla se 656 

incubó a la misma temperatura durante otros 10 minutos. Después de esto, la 657 

muestra se centrifugó para recuperar el sobrenadante, cuya absorbancia fue 658 

determinada a 530 nm en un espectrofotómetro de luz visible, usando como 659 

blanco 940 µL de medio R5 modificado adicionado con arabinosa. 660 

Proteómica 661 

Extracción y digestión de proteínas 662 

Por cada cepa se analizaron dos réplicas biológicas obtenidas durante las fases de 663 

crecimiento exponencial y la fase estacionaria. Primeramente, los cultivos se 664 

centrifugaron a 11,000×g a 4 ºC. La pastilla celular resultante se lavó con buffer 665 

PBS y se resuspendió en buffer de lisis, ambos a pH 7.5, como se describe en 666 

(Licona-Cassani, Lim et al. 2014). Las células se lisaron por sonicación, y los 667 

restos celulares se eliminaron por centrifugación a 10,000×g durante 5 min a 4 ºC. 668 

Para eliminar el resto de las impurezas, las muestras de trataron con DNase I y 669 

RNase A. El extracto de proteína resultante se dializó con agua Milli-Q. La 670 

cantidad de proteína contenida en la muestra se cuantificó usando el método de 671 

Bradford, y finalmente las muestras se liofilizaron. 672 

 Se diluyeron 50 µg de proteína en 800 µL de una solución de urea 8 M y 673 

bicarbonato de amonio (AMBIC) 50 mM. Las muestras se colocaron en cuatro 674 

filtros Amicon Ultra de 0.5 mL y se lavaron dos veces con 200 µL de la solución 675 
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de urea y AMBIC, centrifugando a 14,000×g durante 15 min. Después de estos 676 

lavados, las muestras se lavaron 2 veces más únicamente con 100 µL de AMBIC, 677 

y se digirieron en el mismo filtro con 5 µg de tripsina grado MS (espectrometría 678 

de masas), diluidos en 30 µL de AMBIC. Los péptidos fueron recolectados 679 

después de tres ciclos de centrifugación con 30 µL de AMBIC. El pH final de las 680 

muestras se ajustó a 3.0 con ácido fórmico. Las muestras se concentraron en una 681 

centrífuga de vacío, y finalmente se recuperaron con puntas especiales C-18 682 

ZipTip (Millipore) para asegurar que la cantidad de muestra inyectada en cada 683 

análisis de cromatografía líquida (LC) fuera la misma. 684 

Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LC-MS analysis) 685 

Para la determinación y cuantificación de proteínas, las muestras se separaron 686 

usando el sistema Shimadzu Prominence nano-LC como se describió previamente 687 

en (Kappler and Nouwens 2013), con algunas modificaciones reportadas por 688 

(Orellana, Marcellin et al. 2015). 689 

Biblioteca de referencia y preparación de las muestras 690 

El método de adquisición dependiente de la información (IDA) se usó para crear 691 

una biblioteca de referencia, a partir de una muestra que contenía 50 µg de 692 

proteína de cada una de las cepas analizadas. Antes del análisis de MS, las 693 

muestras se concentraron usando una centrífuga de vacío para eliminar el 694 

acetonitrilo residual, y posteriormente se resuspendieron en 99.5 µL de ácido 695 

fórmico al 0.1 %. De acuerdo con (Bernhardt, Selevsek et al. 2012) y (Escher, 696 

Reiter et al. 2012), a cada muestra se añadió una mezcla de péptidos sintéticos 697 

para corregir el tiempo de retención. Los análisis de IDA y SWATH se llevaron a 698 

cabo por duplicado usando 4 y 0.5 µg de péptidos, respectivamente. 699 

Análisis estadístico 700 

Para el procesamiento de los datos de SWATH MS/MS, se usó el programa 701 

PeakView 1.2 (ABSciex). Los datos fueron convertidos a log2 y se promediaron 702 

las réplicas técnicas. Para el análisis estadístico únicamente se tomaron en cuenta 703 

las proteínas con por lo menos dos péptidos con una identidad mayor al 95%. El 704 

análisis estadístico de las dos muestras biológicas se realizó ajustando los datos de 705 

cada proteína a un modelo lineal (Smyth 2005). Para calcular las proteínas 706 
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expresadas diferencialmente se usó el método de Bayes, estableciendo que dichas 707 

proteínas deben tener un  p value menor a 0.05 (Smyth 2004). 708 

Transcriptómica 709 

Extracción de RNA 710 

Se extrajo el RNA de cuatro réplicas biológicas de cada cepa en la fase de 711 

crecimiento exponencial. Cada muestra de 10 mL se mezcló inmediatamente con 712 

2 volúmenes de RNAprotect Bacteria Reagent (QIAGEN). La mezcla se incubó 713 

durante 5 min a temperatura ambiente (TA), antes de centrifugar a 6,800×g 714 

durante 10 min. Después de remover cuidadosamente el sobrenadante, la pastilla 715 

celular resultante se resuspendió en 200 µL de buffer TE, adicionado con 30 µL 716 

de lisozima y 20 µL de proteinasa K, y posteriormente se transfirió a un tubo de 717 

1.5 mL para agitarse en vortex durante 10 s. Esta suspensión se incubó a TA 718 

durante 10 min, agitando por vortex cada 2 min. Posteriormente, se agregaron 700 719 

µL de buffer RLT, y la mezcla se agitó vigorosamente. El lisado celular se lavó en 720 

repetidas ocasiones con 1 volumen de fenol/cloroformo hasta eliminar la mayor 721 

cantidad posible de material biológico en la interfase. A la fase acuosa recuperada 722 

de los lavados, se agregó 1/10 volumen de acetato de sodio 3M, pH 6.0, y 1 723 

volumen de isopropanol. Esta mezcla se mezcló por inversión y se incubó en hielo 724 

durante 30 min. Posteriormente, la mezcla se centrifugó a 5,000×g durante 10 min 725 

a 4 ºC y se desechó el sobrenadante. Los ácidos nucleicos precipitados se 726 

resuspendieron en 500 µL de agua destilada, y volvieron a precipitarse con acetato 727 

de sodio e isopropanol para eliminar los residuos de fenol, ya que estos pueden 728 

inhibir la digestión con DNase I. El precipitado resultante se lavó con etanol, y se 729 

incubó a TA para permitir la evaporación de los residuos de etanol. La pastilla 730 

resultante, que contiene los ácidos nucleicos totales, se resuspendió en 250 µL de 731 

agua destilada. Después de digerir el DNA de las muestras con DNase I, el RNA 732 

se purificó usando el RNeasy Mini Kit (QIAGEN). La calidad y concentración del 733 

RNA se determinó usando el equipo Bioanalyzer 2100 System (Agilent 734 

Technologies). 735 

Análisis de microarreglos 736 

Las muestras de RNA se enviaron al Laboratorio de Genómica Funcional de la 737 

Universidad de Surrey, en Reino Unido, para sintetizar y marcar el cDNA. Las 738 
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muestras de la cepa silvestre y la mutante ∆sco2127 se compararon de acuerdo 739 

con el protocolo de bloques equilibrados (Laing, Bucca et al. 2008), usando los 740 

microarreglos IJISS 105K microarrays de S. coelicolor (Lewis, Laing et al. 2010). 741 

Los microarreglos fueron procesados con el escáner Agilent Technologies 742 

Scanner G2505C US45102984, y las imágenes obtenidas se analizaron con el 743 

programa Feature Extractor Software versión 10.7.1.1, usando un fondo local para 744 

eliminar el "ruido". Después de normalizar los datos, se identificaron los genes 745 

expresados diferencialmente entre la cepa silvestre y la mutante ∆sco2127, usando 746 

la herramienta Rank Products (Laing and Smith 2010). Se consideró que un gen 747 

está expresado diferencialmente entre ambas cepas si su probabilidad de ser un 748 

falso positivo (PFP value) es menor a 0.15 (Hesketh, Bucca et al. 2007). 749 

Enriquecimiento de las proteínas expresadas diferencialmente de 750 

acuerdo con los procesos biológicos en los cuales participan 751 

Para realizar este análisis se utilizó la herramienta GO Enrichment Analysis 752 

(http://geneontology.org/), la cual se basa en la anotación funcional de las 753 

proteínas para encontrar los términos ontológicos o categorías (GO terms) sobre- 754 

o subrepresentados en un conjunto de proteínas (Mi, Muruganujan et al. 2013). 755 

Para esto, se analizó la lista de las proteínas expresadas diferencialmente entre la 756 

mutante ∆sco2127 y la cepa silvestre M145, tanto en la fase exponencial como en 757 

la fase estacionaria. Dicha lista se cargó en el campo apropiado de la herramienta, 758 

y se seleccionaron los parámetros: biological process y Streptomyces coelicolor. 759 

Como referencia, GO Enrichment Analysis usa una lista de 8038 proteínas de S. 760 

coelicolor. Debido a que esta cifra representa 213 proteínas más que las 7825 761 

codificadas en el cromosoma de la cepa M145, es probable que la lista de 762 

referencia incluya las proteínas codificadas en los plásmidos SCP1 y SCP2 de la 763 

cepa A3(2) de S. coelicolor, a partir de la cual se obtuvo la cepa M145, objeto de 764 

este estudio. Del total de proteínas expresadas diferencialmente en este estudio, 765 

solo se mapeó el 63.3 %, ya que el resto de las proteínas no ha sido anotado. El 766 

resultado, por defecto, está ordenado con base en la jerarquía de las categorías, es 767 

decir, las categorías más específicas aparecen hasta arriba, y las más generales 768 

hacia abajo, y con una viñeta que indica que contienen categorías más específicas. 769 

Solo se consideraron las categorías con una probabilidad de falso positivo (FDR) 770 

menor a 0.05 (Mi, Muruganujan et al. 2013). 771 
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Predicción bioinformática del regulón Sco0204 772 

Para identificar los genes que podrían estar regulados por la proteína Sco0204 en 773 

S. coelicolor, se realizó un análisis filogenético utilizando la herramienta 774 

footprint-discovery, la cual está disponible en: http://embnet.ccg.unam.mx/rsat/ 775 

(Janky and van Helden 2008). Dicho análisis consistió en obtener los promotores 776 

de todos los ortólogos del gen sco0204 de S. coelicolor en la clase Actinobacteria 777 

para encontrar una secuencia consenso que represente el sitio de unión del 778 

regulador de respuesta Sco0204 (ver texto principal). Posteriormente, la secuencia 779 

resultante se buscó en los promotores de todas las unidades transcripcionales de S. 780 

coelicolor, usando la herramienta matrix-scan (Turatsinze, Thomas-Chollier et al. 781 

2008), disponible también en el sitio que acaba de mencionarse. 782 

  783 
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Resultados 784 

La mutante ∆sco2127 mostró deficiencias en la diferenciación 785 

morfológica y en la producción de actinorrodina 786 

Aunque la mutante ∆sco2127 de S. coelicolor se obtuvo desde 2010, esta tesis, así 787 

como el artículo científico que la respalda (Tierrafría, Cuauhtemoc et al. 2016), 788 

son los primeros trabajos que incluyen información relacionada con su 789 

caracterización fenotípica. Para analizar su desarrollo morfológico, tanto la 790 

mutante ∆sco2127 como la cepa silvestre M145 se estriaron en placas con medio 791 

R5 modificado (Fernandez, Weissbach et al. 1998) y se incubaron a 30 ºC. A 792 

partir del tercer día de incubación bajo estas condiciones, la mutante ∆sco2127 793 

adquirió un aspecto rugoso y una coloración rojiza, mientras que la cepa silvestre 794 

desarrolló una superficie grisácea de aspecto aterciopelado y un halo azul 795 

alrededor de la estría (Fig. 3). Aunque las cepas se incubaron durante varios días 796 

más, no se observaron cambios significativos en la apariencia de la mutante, con 797 

respecto a lo observado al tercer día de incubación. En cambio, la superficie de la 798 

cepa silvestre adquirió una coloración blanca y un aspecto más suave, mientras 799 

que el tamaño e intensidad de color del halo azul formado alrededor de la estría, 800 

aumentaron notablemente (Fig. 3). Con base en estas observaciones, y tomando en 801 

cuenta que el aspecto aterciopelado de los estreptomicetos indica que el proceso 802 

de diferenciación morfológica ha concluido satisfactoriamente, y que, en el caso 803 

de S. coelicolor, el halo azul formado alrededor de la estría puede significar la 804 

acumulación de actinorrodina (Chater 2006), puede decirse que la deleción del 805 

gen sco2127 produce afectaciones importantes en ambos procesos. 806 

Figura 3 Crecimiento en placa de algunas mutantes de S. coelicolor M145. El genotipo y ubicación de 

dichas mutantes se indican en el esquema de la izquierda. Las imágenes fueron tomadas al tercer 

(centro) y cuarto día (derecha) de incubación en agar R5 modificado (Fernandez, Weissbach et al. 

1998)   suplementado con arabinosa, a 30 ºC. 
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 Para asegurar que dichas afectaciones se debían únicamente a la deleción 807 

del gen sco2127, también se analizó el fenotipo de la mutante transformada con el 808 

gen sco2127, y de la mutante transformada con el vector de clonación pMS81 809 

"vacío" (ver Materiales y Métodos). A diferencia de la mutante ∆sco2127, la cepa 810 

transformada con el gen sco2127 desarrolló una superficie aterciopelada similar a 811 

la desarrollada por la cepa silvestre M145. Esta similitud pudo distinguirse mejor 812 

a partir del cuarto día de incubación (Fig. 3). Por otro lado, la mutante 813 

transformada con el vector de clonación vacío, mostró prácticamente el mismo 814 

fenotipo que la mutante ∆sco2127 (Fig. 3). Por lo tanto, estas observaciones 815 

demuestran que las afectaciones observadas en la mutante ∆sco2127 se deben 816 

únicamente a la deleción del gen sco2127. 817 

 Para determinar cuantitativamente el efecto de la deleción del gen sco2127 818 

sobre la producción de actinorrodina, se realizaron fermentaciones en medio 819 

líquido, y se observó que la mutante ∆sco2127 mostró una reducción de hasta el 820 

87% (a las 64 h de cultivo) en la producción del pigmento azul con respecto a la 821 

cepa silvestre (Fig. 4). Además de confirmar lo observado en placas, estos 822 

resultados sugieren, contrario a lo esperado, que el gen sco2127 es necesario para 823 

la formación de actinorrodina en S. coelicolor. 824 

Figura 4 Producción de actinorrodina de la mutante ∆sco2127 y la cepa 

silvestre M145 en medio líquido. Las fermentaciones se llevaron a cabo en 

matraces bafleados de 250 mL, en un volumen final de 50 mL de medio R5 

modificado (Fernandez, Weissbach et al. 1998) suplementado con arabinosa 55 

mM. El medio fue inoculado con 200×106 esporas de la mutante (cuadros) o la 

cepa silvestre (círculos). Los cultivos fueron incubados a 30ºC y agitados a 200 

rpm durante 4 días. 
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El gen sco2127 no es responsable de la RCC en S. coelicolor 825 

Como se describió anteriormente, diversas mutantes de S. peucetius var. caesius 826 

insensibles a RCC recuperaron su sensibilidad a este fenómeno de regulación, 827 

después de haber sido transformadas con el gen sco2127 de S. coelicolor, es decir, 828 

las mutantes disminuyeron nuevamente su habilidad para producir antraciclinas en 829 

presencia de glucosa (Guzman, Carmona et al. 2005), lo cual sugería que el gen 830 

sco2127 era responsable de la regulación por carbono. Para probar esta hipótesis, 831 

nuevamente se analizó la formación de actinorrodina en medio líquido tanto en la 832 

mutante ∆sco2127 como en la cepa silvestre M145, solo que en esta ocasión, la 833 

determinación del pigmento se realizó en presencia de dos concentraciones 834 

distintas de glucosa, 55 y 220 mM. 835 

 Similar a lo observado en las dos figuras anteriores, en presencia de 836 

glucosa, ya sea 55 o 220 mM, la mutante ∆sco2127 nuevamente produjo menos 837 

actinorrodina que la cepa silvestre. En cualquiera de estas dos condiciones, la 838 

mutante produjo solamente el 10% del pigmento producido por la cepa parental 839 

(Fig. 5), lo que sugería fuertemente que el gen sco2127 de S. coelicolor no está 840 

involucrado en la RCC. Para confirmar esta suposición, adicionalmente se 841 

analizó, en cada cepa, el efecto de la adición de glucosa sobre la formación de 842 

actinorrodina. Para esto, tanto la cepa silvestre como la mutante ∆sco2127 se 843 

cultivaron en ausencia y presencia de glucosa, 55 y 220 mM. En la figura 5 puede 844 

observarse que al aumentar la concentración de glucosa de 0 a 220 mM, la 845 

formación de actinorrodina en la cepa parental pasó de 113.8 ± 3.8 a 36.3 ± 14.8 846 

Figura 5 Efecto de la glucosa sobre la biosíntesis de actinorrodina en la cepa 

silvestre y la mutante ∆sco2127 de S. coelicolor. La determinación de 

actinorrodina se hizo en ausencia de glucosa (barras azules), y en presencia de 

glucosa 55 mM (barras rojas) y 220 mM (barras verdes). 
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µmol•(g peso seco)-1, mientras que en la mutante pasó de 24.5 ± 4.6 a 3.6 ± 1.5 847 

µmol•(g peso seco)-1, lo que representa una disminución del 68 y 85% en la 848 

cantidad de pigmento producida por la cepa silvestre y la mutante ∆sco2127, 849 

respectivamente. En dicha figura también se observa cómo al aumentar la 850 

concentración de glucosa en el medio de cultivo, la mutante ∆sco2127 produce 851 

cada vez menos actinorrodina. Debido a que este perfil de producción de 852 

actinorrodina se ajusta perfectamente al comportamiento clásico de regulación por 853 

carbono, ilustrado en este caso por la cepa silvestre, puede concluirse que el gen 854 

sco2127 no participa en la regulación por carbono.  855 

La deleción del gen sco2127 provoca cambios en la abundancia de 856 

diversas proteínas 857 

Debido a la enorme dificultad para formular hipótesis acerca del funcionamiento 858 

del gen sco2127 o de su producto de expresión, derivada, en gran medida, de la 859 

falta de homología del gen sco2127 con cualquier gen de función conocida, se 860 

realizó una comparación a escala genómica de los perfiles de expresión de 861 

proteína de la mutante ∆sco2127 y de la cepa silvestre M145 para identificar 862 

algunas proteínas que ayudaran a explicar el fenotipo de la mutante, y que 863 

pudieran estar relacionados funcionalmente con la proteína Sco2127. Dicha 864 

comparación se realizó inicialmente en la fase estacionaria, ya que en un estudio 865 

previo se había reportado que, en medio complejo, la proteína Sco2127 se expresa 866 

fundamentalmente durante ese periodo (Chavez, Forero et al. 2011), y por lo 867 

tanto, era más probable que, de presentarse cambios en la abundancia de las 868 

proteínas producidas por ambas cepas, estos se debieran a la ausencia del gen 869 

sco2127. No obstante, también se realizó una segunda comparación en la fase de 870 

crecimiento exponencial para tener una visión más general de los cambios 871 

ocasionados por la deleción del gen sco2127 durante el desarrollo. 872 

El mapeo de las proteínas expresadas diferencialmente reveló cambios en 873 

algunas rutas metabólicas y procesos biológicos 874 

La comparación de los proteomas de la mutante ∆sco2127 y la cepa silvestre en 875 

las dos fases analizadas, arrojó un total de 454 proteínas expresadas 876 

diferencialmente. Estas proteínas se mapearon en el mapa metabólico de S. 877 

coelicolor (https://biocyc.org/) para identificar las rutas o reacciones enzimáticas  878 

https://biocyc.org/smarttables?tab=MINE
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Tabla 1 Rutas metabólicas de S. coelicolor mayormente afectadas por la deleción del gen sco2127 879 

Ruta p-value Coincidencias1 

Biosíntesis de novo de nucleótidos de purina I 6.81E-04 17 

Fermentación heteroláctica 5.14E-03 15 

Gluconeogénesis I 5.65E-03 11 

Asimilación de formaldehído I (Ruta de Serina) 2.37E-02 7 

Biosíntesis de actinorrodina 2.94E-02 8 

Degradación de glicina I 4.54E-02 4 

1 Número de proteínas de la ruta indicada que se expresaron de manera diferencial en al menos una 880 
fase del cultivo, entre la mutante ∆sco2127 y la cepa silvestre. 881 

que pudieron haber sido afectadas por la deleción del gen sco2127, y se 882 

observaron afectaciones en 6 rutas principalmente (Tabla 1). En algunos casos, 883 

como la biosíntesis de novo de nucleótidos de purina, la biosíntesis de 884 

actinorrodina y la degradación de glicina, fue sencillo comprender el significado 885 

de los cambios observados, ya que la mayoría de las proteínas pertenecientes a 886 

estas rutas mostraron perfiles de expresión similares en una o ambas fases del 887 

cultivo. Por ejemplo, durante la fase de crecimiento exponencial, algunas 888 

proteínas involucradas en la biosíntesis de nucleótidos de purina, principalmente  889 

aquellas involucradas en la biosíntesis de xantosina-5-fosfato (XMP) (Sco1461, 890 

Sco4770 y Sco4771), o de su derivado dGDP (Sco5805), la cual también está 891 

involucrada en la síntesis de dADP, disminuyeron su expresión en la mutante 892 

∆sco2127. En cambio, durante la fase estacionaria, estas enzimas, así como la 893 

mayoría de las enzimas relacionadas con la síntesis de ATP (complejo ATP 894 

sintasa) y diversas proteínas relacionadas con la formación de inosina 895 

monofosfato (IMP), el precursor de todos estos nucleótidos, aumentaron su 896 

expresión (Fig. 6-A). Por otro lado, en la mutante ∆sco2127 también se observó 897 

una disminución importante, con cambios de hasta 100 veces con respecto a la  898 

cepa silvestre, en la abundancia de la mayoría de las enzimas necesarias para la 899 

biosíntesis de actinorrodina; sin embargo, dicha disminución se observó 900 

únicamente en la fase estacionaria. La única proteína que cambió su expresión 901 

durante la fase de crecimiento exponencial, disminuyendo su expresión 1.4 veces 902 

con respecto a la cepa silvestre, fue la cetoacil reductasa Sco5086 (Fig. 6-C), la 903 

cual ayuda a confeccionar el policétido una vez que este ha sido completamente 904 

formado (Hallam, Malpartida et al. 1988). 905 
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 En contraste con la disminución observada en la expresión de las enzimas 906 

involucradas en la biosíntesis de actinorrodina, en la mutante ∆sco2127 también 907 

se observó un aumento en la abundancia de la mayoría de las enzimas necesarias 908 

para la degradación de glicina. La única excepción fue la subunidad H del sistema 909 

de degradación de glicina Sco5471. Esta proteína disminuyó su expresión 1.86 910 

veces con respecto a la cepa silvestre; sin embargo, las otras dos isoenzimas que 911 

catalizan la misma reacción, es decir, las proteínas Sco1378 y Sco5472, así como 912 

la proteína Sco4824, aumentaron su expresión hasta 2 veces en la mutante, ya sea 913 

en la fase de crecimiento exponencial o en la fase estacionaria (Fig. 6-F). También 914 

es importante destacar que, además de estar involucradas en la degradación de 915 

glicina, la aminometiltransferasa Sco5472 y la proteína Sco4824 están 916 

involucradas en la biosíntesis de los folatos 5,10-metilentetrahidrofolato (metilen- 917 

THF) y 10-formiltetrahidrofolato (formil-THF), respectivamente (Fig. 6-F). 918 

Figura 6 Perfil de expresión de algunas proteínas relacionadas con las rutas metabólicas mayormente 

afectadas por la deleción del gen sco2127 de S. coelicolor. A. Biosíntesis de novo de nucleótidos de 

purina. B. Gluconeogénesis. C. Biosíntesis de actinorrodina. D. Fermentación heteroláctica. E. 

Asimilación de formaldehído (Ruta de Serina). F. Degradación de glicina. Donde corresponde, los 

recuadros indican que esa proteína varió su expresión al menos en una fase del cultivo. Los recuadros 

de la izquierda representan el perfil de expresión de las proteínas en la fase de crecimiento exponencial, 

y los de la derecha, el perfil de expresión en la fase estacionaria. El color de los recuadros además 

puede ser naranja, púrpura o gris, dependiendo de si la proteína en cuestión aumentó, disminuyó o 

simplemente no varió su expresión en la mutante ∆sco2127, con respecto a la cepa silvestre, 

respectivamente. Las flechas negras representan las reacciones que han sido descritas en S. coelicolor, 

mientras que las flechas grises representan reacciones espontáneas o reacciones para las cuales no se ha 

identificado una enzima. 
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 En otras rutas, como la gluconeogénesis, fue más difícil predecir la 919 

dirección del flujo metabólico. Esto se debió principalmente a que diversas 920 

enzimas de la gluconeogénesis mostraron perfiles de expresión opuestos (Fig. 6- 921 

B), y a que la mayoría de las enzimas que participan en esta ruta, también 922 

participan en la glucólisis. A pesar de esto, tanto la glucólisis como la 923 

gluconeogénesis tienen enzimas que catalizan reacciones irreversibles, y con base 924 

en los perfiles de expresión de estas enzimas, fue posible predecir que el flujo 925 

metabólico en la mutante ∆sco2127 ocurrió en dirección gluconeogénica. En esta 926 

dirección, la fosfoenolpiruvato sintasa (Sco0208) y la fructosa bisfosfatasa 927 

(Sco5047) catalizan la conversión irreversible de piruvato a fosfoenolpiruvato 928 

(PEP), y de fructosa-1,6-bifosfato a fructosa-6-fosfato (F6P), respectivamente. La 929 

fosfoenolpiruvato sintasa (Sco0208) no mostró cambios en sus perfiles de 930 

expresión entre la mutante ∆sco2127 y la cepa silvestre (Fig. 6-B); sin embargo, 931 

la piruvato cinasa (Sco5423), la cual cataliza la reacción inversa, y por lo tanto, 932 

opera en dirección glucolítica, aunque también está relacionada con la 933 

fermentación heteroláctica, disminuyó su expresión poco más de dos veces (Fig. 934 

6-D). Por otro lado, la fructosa bisfosfatasa (Sco5047) aumentó su expresión casi 935 

en la misma proporción (Fig. 6-B), a diferencia de las tres isoenzimas que 936 

catalizan la reacción opuesta, Sco1214, Sco2119 y Sco5426, las cuales no 937 

cambiaron su expresión con respecto a la cepa silvestre (datos no mostrados). Otra 938 

evidencia que ayudó a inferir un aumento en el flujo gluconeogénico en la 939 

mutante ∆sco2127, fue el aumento en la expresión de la enzima málica (Sco2951), 940 

la malato deshidrogenasa (Sco4827) y la fosfoenolpiruvato carboxicinasa 941 

(Sco4979), ya que estas enzimas se encargan de la formación de algunos 942 

precursores gluconeogénicos. La fosfoenolpiruvato carboxicinasa (Pck), la cual 943 

cataliza la formación de PEP a partir de oxaloacetato, aumentó su expresión 944 

durante la fase de crecimiento exponencial (Fig. 11-A). En cambio, la enzima 945 

málica y la malato deshidrogenasa, las cuales se encargan de la formación de 946 

piruvato y oxaloacetato a partir de malato y aspartato, respectivamente, 947 

aumentaron su expresión durante la fase estacionaria del cultivo (Fig. 6-B). 948 

 Al igual que las enzimas involucradas en la gluconeogénesis, las enzimas 949 

involucradas en la fermentación heteroláctica o en la asimilación de formaldehído 950 

también mostraron perfiles de expresión distintos en la mutante ∆sco2127 (Fig. 6- 951 

D y 6-E), solo que en estos casos, y a diferencia de lo observado en la 952 
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gluconeogénesis, se cuenta con menos información acerca de las enzimas que 953 

podrían catalizar reacciones irreversibles, y por lo tanto, no fue posible inferir la 954 

dirección del flujo metabólico a través de dichas rutas. A pesar de esto, más 955 

adelante se describe la importancia de algunas de estas enzimas en procesos como 956 

la conversión de folatos y la producción de oxaloacetato. 957 

 En resumen, el mapeo de las proteínas expresadas diferencialmente, con 958 

sus correspondientes rutas metabólicas, solamente ayudo a identificar alteraciones 959 

en 6 de las 322 rutas metabólicas descritas en S. coelicolor (Karp, Billington et al. 960 

2017). Debido a que esta proporción no representa ni el 2% del total de las rutas 961 

descritas en dicho organismo, parecía difícil tratar de explicar, con tan pocas 962 

evidencias, el significado de los cambios observados, así como su relación con la 963 

deleción del gen sco2127, razón por la cual se realizó un segundo enriquecimiento 964 

basado, no en las rutas metabólicas, sino en los procesos biológicos en los cuales 965 

participan las proteínas expresadas diferencialmente (GO Enrichment Analysis). A 966 

diferencia del enriquecimiento anterior, este enriquecimiento no solo indica los 967 

procesos sobrerrepresentados, sino también los procesos subrepresentados, es 968 

decir, aquellos donde el número de proteínas asociadas con ciertos procesos es 969 

menor al número de proteínas que se esperaría que estuvieran relacionadas con 970 

estos mismos procesos, tomando en cuenta el número de proteínas de S. coelicolor 971 

cuya anotación está relacionada con esos procesos (http://geneontology.org/) (Mi, 972 

Muruganujan et al. 2013). Aunque solo 288 de las 455 proteínas expresadas 973 

diferencialmente pudieron analizarse de esta manera (ver Materiales y Métodos), 974 

estas proteínas se agruparon en seis categorías principalmente. Una de ellas, de 975 

hecho, la que contenía el mayor número de proteínas (115), estuvo conformada 976 

por proteínas no clasificadas; sin embargo, del resto de las categorías o procesos 977 

biológicos, tres estuvieron sobrerrepresentados, y dos estuvieron subrepresentados 978 

en el conjunto de proteínas analizadas. Dentro de los procesos 979 

sobrerrepresentados se encontraron el metabolismo de glutamato, el transporte de 980 

péptidos y diversos procesos de óxido-reducción, mientras que dentro de los 981 

procesos subrepresentados se encontraron dos procesos muy similares entre sí: la 982 

transcripción y la regulación de la transcripción (Tabla S1). Con respecto a los 983 

procesos sobrerrepresentados, solo el metabolismo de glutamato pudo analizarse 984 

posteriormente, en función de las rutas metabólicas donde participan las proteínas 985 

expresadas diferencialmente, ya que, de los procesos identificados, fue el que 986 
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estuvo relacionado con un menor número de proteínas, solo 5 (Tabla S1). Estas 987 

proteínas están involucradas específicamente en la formación de 2-oxoglutarato a 988 

partir de glutamato (Sco2999) o 2,5-dioxopentanoato (Sco1871), un intermediario 989 

de la degradación de arabinosa (Fig. 11-A), y con la formación de glutamato a 990 

partir de 2-oxoglutarato y amonio (Sco4683) o a partir de prolina (Sco5519 y 991 

Sco5520) (Fig. 11-B). De estas proteínas, solo la glutamato deshidrogenasa 992 

(Sco4683) disminuyó su expresión en ambas fases del cultivo. Esta proteína 993 

disminuyó su expresión 4.9 y 6.5 veces en la fase de crecimiento exponencial y en 994 

la fase estacionaria, respectivamente (datos no mostrados). El resto de las 995 

proteínas aumentó su expresión en una u otra fase del cultivo (Fig. 11). 996 

 A diferencia del metabolismo de glutamato, el resto de los procesos 997 

sobrerrepresentados, es decir, el transporte de péptidos y los procesos de óxido- 998 

reducción, involucran un total de 66 proteínas. La mayoría de estas proteínas 999 

aumentó su expresión en la mutante ∆sco2127; sin embargo, no fue posible 1000 

predecir cambios en el flujo metabólico a través de cualquiera de las rutas 1001 

relacionadas con estas 66 proteínas, debido a que, aunque el mapeo de dichas 1002 

proteínas con sus rutas correspondientes se vio reflejado en una gran variedad de 1003 

rutas, como era de esperarse, el número de enzimas que varió su expresión en la 1004 

mutante, por cada una de esas rutas, fue insuficiente para asegurar que el flujo 1005 

metabólico a través de dichas rutas realmente se haya visto afectado. A pesar de 1006 

esto, se observaron cambios en la expresión de diversas enzimas pertenecientes a 1007 

cualquiera de estos sistemas de transporte de tipo ABC: el sistema BldK 1008 

(Sco5113, Sco5115 y Sco5116) o el sistema OBP (Sco5477, Sco5479 y Sco5480). 1009 

A diferencia del sistema BldK, el cual se encarga de transportar un oligopéptido 1010 

morfogénico al interior de la célula (Nodwell and Losick 1998), el sistema OBP 1011 

no ha sido caracterizado experimentalmente; sin embargo, se ha observado que las 1012 

lipoproteínas de ambos sistemas, Sco5113 en el caso del sistema BldK, y Sco5477 1013 

en el caso del sistema OBP, adoptan distintos estados conformacionales, y por lo 1014 

tanto, se ha propuesto que ambas lipoproteínas pueden desempeñar diversas 1015 

funciones (Li, Liang et al. 2014). Otras proteínas de transporte que se expresaron 1016 

de manera diferencial son las proteínas Sco1655 y Sco6451. Aún no se sabe si 1017 

estas dos proteínas también adoptan distintos estados conformacionales; sin 1018 

embargo, su parecido con las proteínas de unión a periplasma de tipo 2 (PBP2), no 1019 

descarta la posibilidad de que estas proteínas puedan estar relacionadas con el 1020 
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transporte de moléculas tan diversas, como el fosfato, sulfato, polisacáridos e, 1021 

incluso, algunos aminoácidos (Marchler-Bauer, Bo et al. 2017). 1022 

 Como se mencionó anteriormente, dentro de los procesos biológicos 1023 

subrepresentados por las proteínas expresadas diferencialmente, se identificaron la 1024 

transcripción y la regulación de la transcripción. Estos dos procesos incluyen un 1025 

total de 17 proteínas de unión a DNA (Tabla S1); sin embargo, siete de estas 1026 

proteínas están relacionadas con ambos procesos. De hecho, todas las proteínas 1027 

relacionadas con el proceso de "transcripción" (GO:0006351) (Tabla S1), están 1028 

igualmente relacionadas con la "regulación de la transcripción", de tal manera que 1029 

solo otras 3 proteínas están relacionadas exclusivamente con la "regulación de la 1030 

transcripción" y no con el proceso mismo de "transcripción" (Fig. 7-A). 1031 

Adicionalmente, es importante señalar que las siete proteínas agrupadas dentro de 1032 

la categoría “transcripción”, actúan como reguladores transcripcionales, mientras 1033 

que el resto actúa como proteínas de choque térmico (Fig. 7-A). De los siete 1034 

reguladores transcripcionales identificados, únicamente la proteína Sco0204 1035 

mostró un perfil de expresión similar en la mutante ∆sco2127, en ambas fases del 1036 

cultivo (Fig. 7-B). Esta proteína indujo su expresión 3.36 y 2.5 veces en la fase de 1037 

crecimiento exponencial y en la fase estacionaria, respectivamente, y debido a que 1038 

algunos factores transcripcionales pueden controlar la expresión de múltiples 1039 

genes (den Hengst, Tran et al. 2010), era probable que la proteína Sco0204 jugara 1040 

un papel importante en la mutante ∆sco2127. 1041 

El cambio en la expresión de algunas proteínas puede deberse al 1042 

aumento en la expresión del regulador de respuesta Sco0204 1043 

La secuencia de aminoácidos de la proteína Sco0204 revela la presencia de dos 1044 

dominios funcionales: un dominio receptor (REC) y un dominio de unión a DNA 1045 

de tipo HTH. Esto indica que la proteína Sco0204 podría estar involucrada en 1046 

algún mecanismo de transducción de señales. De acuerdo con esta hipótesis, 1047 

Hutchings y colaboradores propusieron que la proteína Sco0204 forma parte de un 1048 

sistema de dos componentes, ya que río abajo del gen sco0204, se localiza el gen 1049 

sco0203, el cual codifica para una histidina cinasa típica de este tipo de sistemas 1050 

(Hutchings, Hoskisson et al. 2004). Como su nombre lo indica, los sistemas de 1051 

dos componentes son grupos de dos proteínas que actúan de manera coordinada 1052 

para convertir cierta señal ambiental, en una respuesta transcripcional, y por lo 1053 
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tanto, fisiológica. Estos sistemas operan de la siguiente manera: después de que la 1054 

histidina cinasa reconoce, mediante un dominio de detección, la presencia de 1055 

alguna señal ambiental, esta proteína se autofosforila en un residuo conservado de 1056 

histidina y se forma un grupo fosforilo de alta energía. Posteriormente, este grupo 1057 

se transfiere a al dominio REC del regulador de respuesta, específicamente a un 1058 

residuo conservado de aspartato, lo cual provoca que el regulador cambie de 1059 

Figura 7 Procesos biológicos subrepresentados dentro del conjunto de proteínas expresadas 

diferencialmente entre la mutante ∆sco2127 y la cepa silvestre. A. Relación de las proteínas con ambos 

procesos. B. Perfil de expresión de los siete reguladores transcripcionales identificados. El perfil de 

expresión de cada proteína se indica en los recuadros de la parte izquierda de la figura. Si los 

recuadros son rojos, verdes o negros, significa, respectivamente, que determinada proteína aumentó, 

disminuyó, o no varió su expresión en la mutante ∆sco2127, con respecto a la cepa silvestre, ya sea en la 

fase de crecimiento exponencial ("Exp", columna izquierda) o en la fase estacionaria ("Est", columna 

derecha). La magnitud de los cambios, expresada como el número de veces cada proteína cambió su 

expresión con respecto a la cepa parental, está representada por la intensidad del color de los 

recuadros, de acuerdo con la barra horizontal de colores. 
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conformación, y que finalmente pueda controlar la expresión de sus genes blanco 1060 

(Hutchings, Hoskisson et al. 2004). 1061 

 Para saber si el cambio en la expresión de algunas proteínas en la mutante 1062 

∆sco2127 pudo haber sido ocasionado por el aumento en la expresión del 1063 

regulador Sco0204, se realizó un estudio bioinformático basado en la 1064 

identificación de los posibles sitios de unión de la proteína Sco0204 en el 1065 

cromosoma de S. coelicolor (ver Materiales y Métodos). Este estudio reveló la 1066 

existencia de 194 sitios diferentes en la región regulatoria de 216 genes (datos no 1067 

mostrados). Si bien este descubrimiento sugiere que la proteína Sco0204 puede 1068 

regular la expresión de estos 216 genes, es importante señalar que en S. 1069 

coelicolor, así como en otras bacterias, por ejemplo E. coli, algunas unidades 1070 

transcripcionales (UTs) están compuestas por más de un gen (https://biocyc.org/) 1071 

(Tabla S2). Además, es común observar que, si un factor transcripcional regula la 1072 

expresión del primer gen de una UT compuesta por más de un gen, generalmente 1073 

puede regular la expresión del resto de los genes de esa UT. Aunque estas 1074 

observaciones sugieren que el regulador Sco0204 puede controlar la expresión de 1075 

un mayor número de genes, sólo 15 de las proteínas codificadas por estos genes 1076 

variaron su expresión en la mutante ∆sco2127; sin embargo, estas evidencias 1077 

sugieren fuertemente que al menos la expresión de estas 15 proteínas pudo haber 1078 

sido controlada directamente por el regulador de respuesta Sco0204. Aunque estas 1079 

proteínas están relacionadas con procesos tan diversos como la hidrólisis de 1080 

proteínas (Sco1074 y Sco1796), modificaciones postraduccionales y recambio de 1081 

proteínas (Sco1796), transporte de péptidos (Sco5112 y Sco5113), biosíntesis de 1082 

tetrahidrofolatos (Sco2614), utilización de 6-fosfogluconato (Sco0975), y la 1083 

adaptación y crecimiento bajo condiciones de estrés (Sco0167, Sco0179, 1084 

Sco0200, Sco0204, Sco0216 y Sco0217) (Daigle, Lerat et al. 2015), es probable 1085 

que todas ellas, y por lo tanto, los procesos en los cuales participan, estén 1086 

relacionados entre si. 1087 

 El regulador Sco0204 controla la expresión del complejo nitrato 1088 

reductasa y, por lo tanto, la formación de nitrito en la mutante ∆sco2127 1089 

De las 15 proteínas cuya expresión podría depender del regulador Sco0204, solo 1090 

se ha confirmado experimentalmente la función de algunas de ellas. Estas 1091 

incluyen las proteínas Sco0216 y Sco0217, las cuales conforman, 1092 

https://biocyc.org/SCO/NEW-IMAGE?type=NIL&object=P101-PWY&redirect=T
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respectivamente, las cadenas alfa y beta del complejo nitrato reductasa Sco0216- 1093 

0219. En S. coelicolor, se ha observado que este complejo enzimático es el 1094 

principal responsable de la producción de nitrito a partir de nitrato (Fischer, Falke 1095 

et al. 2014), así que para saber si el incremento en la expresión de estas dos 1096 

proteínas en la mutante ∆sco2127 representaba un aumento en la formación de 1097 

nitrito, se realizó una prueba colorimétrica que, en condiciones ácidas, revela la 1098 

presencia de nitritos como un pigmento rosa (ver Materiales y Métodos). Bajo 1099 

estas condiciones, la actinorrodina también adquiere un tono rosa que 1100 

desafortunadamente interfiere con la determinación de nitrito (datos no 1101 

mostrados); por lo tanto, en la fase estacionaria, donde suele producirse este 1102 

compuesto, no pudo cuantificarse la acumulación de nitrito. Sin embargo, en la 1103 

fase de crecimiento exponencial, donde generalmente no se produce 1104 

actinorrodina, se observó que la mutante ∆sco2127 produjo más nitrito que la 1105 

cepa silvestre, alcanzando un aumento de hasta 4 veces a las 40 h de cultivo (Fig. 1106 

8). 1107 

 Después de comprobar que el aumento en la abundancia de las proteínas 1108 

Sco0216 y Sco0217 se veía reflejado en un aumento en la concentración de 1109 

nitrito, el siguiente paso era comprobar si la proteína Sco0204 era capaz de 1110 

regular la expresión de estas dos proteínas. Para esto, se generó la doble mutante 1111 

∆sco2127 ∆sco0204::aac(3)IV, y posteriormente de determinó la capacidad de 1112 

dicha mutante para producir nitrito en medio líquido. De acuerdo con lo esperado, 1113 

la doble mutante produjo claramente menos nitrito que su parental ∆sco2127. A 1114 

Figura 8 Influencia de la deleción de los genes sco2127 y sco0204 sobre la 

producción de nitrito (barras grises) y actinorrodina (barras negras) en S. 

coelicolor 
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las 40 h de cultivo, la doble mutante produjo solo 3.78 ± 0.25 µmol • (g peso 1115 

seco)-1 de nitrito, mientras que la mutante sencilla produjo 8.46 ± 0.28 µmol • (g 1116 

peso seco)-1. Esto representa una reducción del 55.3 % con respecto al nitrito 1117 

producido por la mutante sencilla (Fig. 8), y fortalece la idea de que la proteína 1118 

Sco0204 efectivamente regula la expresión de las proteínas Sco0216 y Sco0217. 1119 

 El nitrito tiene varios efectos negativos sobre el desarrollo de S. coelicolor. 1120 

Además de impedir la diferenciación morfológica de esta bacteria en placa, en 1121 

medio líquido limita su crecimiento y producción de actinorrodina (Fischer, Falke 1122 

et al. 2014). De acuerdo con esto, en el presente estudio no solo se observó que la 1123 

mutante ∆sco2127 produjo más nitrito que la cepa silvestre M145, sino que dicho 1124 

aumento estuvo acompañado de una reducción importante en la concentración de 1125 

actinorrodina (Fig. 8). Por el contrario, la doble mutante produjo menos nitrito, 1126 

aunque más actinorrodina que la mutante sencilla (Fig. 8). A diferencia de los 1127 

cultivos líquidos, en placa no se determinó la concentración de nitrito; sin 1128 

embargo, en estas condiciones, la presencia del gen sco0204, así como el aumento 1129 

en la concentración de nitrito que esto implica, parecen haber afectado 1130 

significativamente el desarrollo morfológico de la mutante ∆sco2127 (Fig. 3). En 1131 

cambio, parece que la ausencia del gen sco0204 y, por lo tanto, la disminución de 1132 

nitrito, mejoraron el desarrollo de la doble mutante (Fig. 3). En conjunto, estos 1133 

resultados no solo indican que el regulador de respuesta Sco0204 puede controlar 1134 

la expresión del complejo nitrato reductasa y, por lo tanto, la producción de nitrito 1135 

en la mutante ∆sco2127, sino que el aumento en la expresión del regulador 1136 

Sco0204 pudo haber determinado en cierta medida el fenotipo de dicha mutante. 1137 

Análisis transcriptómico de la mutante ∆sco2127 1138 

Aunque el incremento de nitrito en la mutante ∆sco2127 confirmó que el 1139 

regulador Sco0204 jugaba un papel importante en la fisiología de dicha mutante, 1140 

aún no estaba claro porqué del total de proteínas expresadas diferencialmente 1141 

entre la mutante y la cepa silvestre, solo 15 podrían haber sido reguladas por la 1142 

proteína Sco0204. Probablemente la respuesta más sencilla a este cuestionamiento 1143 

radica en el hecho de no haber usado la información adecuada para validar la 1144 

predicción bioinformática del regulón Sco0204. Debido a su origen, los datos de 1145 

expresión de proteína implican distintos procesos celulares posteriores a la 1146 

transcripción, que pueden causar diferencias entre la abundancia del transcrito y 1147 
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de la proteína, codificados por un mismo gen. Por lo tanto, la validación de una 1148 

red de regulación transcripcional como la que se ha propuesto en este trabajo, con 1149 

datos de expresión de proteínas, puede generar incertidumbre tanto en la 1150 

predicción bioinformática como en los datos experimentales. 1151 

 Para validar con mayor certeza la predicción del regulón Sco0204, se 1152 

compararon los perfiles de transcripción de la mutante ∆sco2127 y la cepa 1153 

silvestre. Esta comparación se realizó únicamente en la fase de crecimiento 1154 

exponencial, ya que solamente en esta fase pudo comprobarse que el aumento en 1155 

la expresión del regulador Sco0204 en la mutante ∆sco2127 tenía un efecto 1156 

medible sobre la acumulación nitrito. La comparación de los transcriptomas dio 1157 

como resultado un cambio en la expresión de 179 genes (datos no mostrados). 1158 

Similar al número de proteínas cuya expresión pudo haber variado como resultado 1159 

del aumento en la expresión del regulador Sco0204 (Tabla S2), este acercamiento 1160 

reveló cambios en la expresión de 15 genes pertenecientes al regulón Sco0204; sin 1161 

embargo, la proporción de genes que pudieron haber sido regulados por la 1162 

proteína Sco0204, con respecto al total de genes expresados diferencialmente 1163 

entre la mutante y la cepa silvestre, la cual fue del 8.4%, fue 2.5 veces mayor que 1164 

la proporción de proteínas reguladas por dicho factor transcripcional, con respecto 1165 

al total de proteínas expresadas de manera diferencial entre ambas cepas, la cual 1166 

fue del 3.3% (Fig. 9). Por lo tanto, estos resultados indican que hubo una mayor 1167 

correlación entre la predicción bioinformática del regulón Sco0204 y los datos de 1168 

expresión génica, que entre dicha predicción y los datos de expresión de proteínas. 1169 
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 Interesantemente, 13 de los 15 genes (86%) que se expresaron de manera 1170 

diferencial entre la mutante y la cepa silvestre, y cuya expresión pudo haber sido 1171 

controlada por el regulador de respuesta Sco0204, se encuentran en la misma 1172 

región del cromosoma, entre los genes sco0167 y sco0268. De conformidad con 1173 

los resultados obtenidos mediante proteómica, algunos de estos genes codifican 1174 

para 5 de las 15 proteínas cuya expresión pudo haber sido controlada por el 1175 

regulador Sco0204 (Tabla S2). Este es el caso de los genes sco0216 y sco0204, 1176 

los cuales, como se ha descrito en este estudio, codifican para la subunidad alfa 1177 

del complejo nitrato reductasa y para un factor transcripcional, respectivamente; y 1178 

de los genes sco0167 y sco0200, los cuales codifican para proteínas de estrés. Sin 1179 

embargo, entre los genes cuya expresión pudo haber sido regulada por la proteína 1180 

Sco0204, también se encuentran los genes sco0168, sco0213 y sco0214, los cuales 1181 

codifican para una proteína similar al dominio efector de las proteínas CRP y 1182 

FNR, las cuales son capaces de activar la transcripción después de detectar 1183 

compuestos como el AMP cíclico (cAMP) y el oxígeno, para un transportador de 1184 

nitrito, y para una piridoxamina 5'-fosfato oxidasa, respectivamente. La mayoría 1185 

de estos genes aumentó su expresión en la mutante ∆sco2127. Algunos de ellos, 1186 

como los genes sco0168, sco0204 y sco0177, aumentaron su expresión hasta 28 1187 

veces con respecto a la cepa silvestre, ubicándose entre los 10 genes más 1188 

inducidos en la mutante ∆sco2127; por lo tanto, estos resultados apoyan la 1189 

hipótesis de que el regulador Sco0204 juega un papel importante en la fisiología 1190 

Figura 9 Proporción de genes y proteínas que pudieron haber sido regulados 

por la proteína Sco0204 en la mutante ∆sco2127. Cada barra indica el 

porcentaje de genes o proteínas posiblemente regulados por el regulador 

Sco0204 (fracción negro), con respecto al total de genes o proteínas 

expresados diferencialmente entre la mutante ∆sco2127 y la cepa silvestre 

(fracción gris). 
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de la mutante ∆sco2127. 1191 

 Como se mencionó anteriormente, además de los cambios observados en 1192 

la expresión de estos 15 genes, se observaron cambios en la expresión de otros 1193 

164 genes. En este caso, similar a lo ocurrido en el análisis de proteínas, tampoco 1194 

fue posible mapear todos los genes con sus correspondientes rutas metabólicas; 1195 

sin embargo, se encontró que algunos genes pueden estar relacionados con la 1196 

asimilación de sulfato para la biosíntesis de cisteína (sco2910, sco4164, sco5176, 1197 

sco5178, sco6094, sco6096, sco6098-6100 y sco6102), la utilización de arabinosa 1198 

(sco2401, sco2402 y sco2404-2406) o la polimerización de ácido teicóico 1199 

(sco2589-2590) (Fitzgerald and Foster 2000), un polímero de glicerol fosfato y 1200 

carbohidratos que puede anclarse a la pared celular para mantener la firmeza de 1201 

esta estructura (Horne and Tomasz 1993). Los genes relacionados con la 1202 

asimilación de sulfato y la biosíntesis de cisteína, así como los genes involucrados 1203 

en el metabolismo de arabinosa, aumentaron su expresión en la mutante 1204 

∆sco2127, en cambio, los genes relacionados con la biosíntesis de ácido teicóico 1205 

disminuyeron su expresión. Otros genes que también disminuyeron su expresión 1206 

en la mutante, fueron los genes sco0753-0756, sco5578, sco7153 y sco7612. 1207 

Aunque tampoco se conocen las rutas metabólicas asociadas con estos últimos 1208 

siete genes, su organización genómica, sobre todo en el caso de los genes 1209 

sco0753-0756, así como el análisis de la secuencia de sus productos de expresión, 1210 

sugieren que estos genes podrían participar en diversos procesos de transporte. 1211 

Los genes sco0753-0756, por ejemplo, codifican para un transportador de tipo 1212 

ABC, donde la ATPasa, la proteína de unión a sustrato y las dos proteínas 1213 

transmembranales que lo componen, están codificadas por los genes sco0753, 1214 

sco0754, y sco0755 y sco0756, respectivamente. Por su parte, los genes sco5578 y 1215 

sco7153 codifican para las glucosa permeasas glcP1 y glcP2, respectivamente 1216 

(van Wezel, Mahr et al. 2005), y el gen sco7612 codifica para una proteína de 1217 

unión a membrana capaz de unir quinonas isoprenoides. Además de la posible 1218 

participación de estos genes en algún mecanismo de transporte, vale la pena 1219 

señalar que la expresión de algunos de estos genes disminuyó notablemente en la 1220 

mutante ∆sco2127. El gen que disminuyó más veces su expresión en la mutante, 1221 

fue el gen sco0753. La expresión de este gen disminuyó casi 57 veces con 1222 

respecto a la silvestre; no obstante, también se observo una reducción 1223 
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considerable, entre 10 y 13 veces, en la expresión de los genes sco5578, sco7153 1224 

y sco7612. 1225 

La integración de algunos datos obtenidos mediante proteómica y 1226 

transcriptómica permitió identificar alteraciones en la ruta de biosíntesis 1227 

de ectoína 1228 
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La ectoína es un osmolito de bajo peso molecular que evita la pérdida de agua y 1229 

favorece el plegamiento correcto de las proteínas bajo condiciones adversas, como 1230 

el estrés térmico y el estrés salino (Bursy, Kuhlmann et al. 2008). La ruta 1231 

completa para la biosíntesis de este compuesto se describió por primera vez en 1232 

2008, e involucra la participación de 4 proteínas: Sco1864-1867 (Bursy, 1233 

Kuhlmann et al. 2008) (Fig. 10). Dos de estas proteínas, la Sco1865 y la Sco1867, 1234 

ya habían sido detectadas mediante proteómica. Estas proteínas no solo 1235 

aumentaron su expresión en la mutante ∆sco2127, sino que además lo hicieron en 1236 

las dos fases del cultivo analizadas (Fig. 10); sin embargo, como ya se ha 1237 

Figura 10 Perfil de expresión de algunos genes y 

proteínas involucrados en la biosíntesis de ectoína, y 

expresados diferencialmente en la mutante ∆sco2127. 

(Imagen adaptada de (Bursy, Kuhlmann et al. 2008)). El 

perfil de expresión de cada enzima se expresa como en 

las Fig. 6, solo que a diferencia de esa figura, las 

enzimas descritas aquí incluyen un recuadro adicional 

en la parte inferior de cada mapa de calor, que indica 

el perfil de expresión de cada gen en la fase 

exponencial. 



 48 

mencionado en varias ocasiones a lo largo de este estudio, tanto en este, como en 1238 

otros casos, dicha evidencia no había sido suficiente para afirmar que se hubieran 1239 

presentado alteraciones en al flujo metabólico a través de dicha ruta, ya que solo 2 1240 

de las 4 enzimas necesarias para la biosíntesis de ectoína habían variado su 1241 

expresión en la mutante ∆sco2127. A pesar de esto, y después de analizar los 1242 

perfiles de expresión génica, se encontró que dos genes de la ruta, los genes 1243 

sco1866 y sco1867, igualmente habían aumentado su expresión en la mutante 1244 

∆sco2127. Además de confirmar, como en el caso del gen sco1867, la veracidad 1245 

de los resultados obtenidos previamente mediante proteómica, este último análisis 1246 

reveló cambios en la expresión de genes cuyas proteínas no habían sido 1247 

detectados mediante dicho acercamiento, como en el caso del gen Sco1866, de tal 1248 

manera que, después de integrar la información obtenida mediante proteómica y 1249 

transcriptómica, ya no fueron solo dos, sino tres de los cuatro genes o proteínas 1250 

involucrados en la biosíntesis de ectoína, los que variaron su expresión en la 1251 

mutante ∆sco2127 (Fig. 10). 1252 

  1253 
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Discusión 1254 

El interés por estudiar la posible participación del gen sco2127 en la represión 1255 

catabólica por carbono (RCC) surgió del análisis de mutantes espontáneas, 1256 

insensible a dicho fenómeno de regulación. Además de haber mostrado 1257 

afectaciones en el gen sco2127, estas mutantes sufrieron deleciones en el gen 1258 

sco2126 (glkA), el cual codifica para la glucosa cinasa, y debido a esto, se propuso 1259 

que el fenotipo de las mutantes insensibles a RCC no se debía simplemente a la 1260 

ausencia del gen sco2127, sino también a la ausencia del gen glkA (Angell, 1261 

Schwarz et al. 1992). Para obtener información más precisa acerca del 1262 

funcionamiento de la proteína codificada por el gen sco2127, previamente se 1263 

construyó una mutante de S. coelicolor M145 que carece de dicho gen; sin 1264 

embargo, este es el primer reporte que incluye información relacionada con la 1265 

caracterización de dicha mutante. Contrario a lo esperado, la deleción del gen 1266 

sco2127 afectó negativamente la formación de esporas y la producción de 1267 

actinorrodina en S. coelicolor. Cuando se analizó el efecto de la glucosa sobre la 1268 

producción de actinorrodina, se observó que tanto la cepa silvestre como la 1269 

mutante, produjeron menos pigmento conforme se aumentaba la concentración de 1270 

glucosa en el medio de cultivo, además de que la cantidad de pigmento producido 1271 

por la mutante siempre fue significativamente inferior que la producida por la 1272 

cepa parental. A diferencia de lo que se había propuesto en trabajos anteriores 1273 

(Angell, Schwarz et al. 1992, Angell, Lewis et al. 1994, Guzman, Carmona et al. 1274 

2005), estos resultados confirman que el gen sco2127 no es responsable del 1275 

fenómeno de represión por carbono. Esta afirmación parece ser respaldada por los 1276 

resultados obtenidos en S. peucetius var. caesius, donde, también de manera 1277 

inesperada, se observó que una mutante insensible a RCC conservaba íntegro el 1278 

gen sco2127 (Jiménez, Cabrera et al. 2012). Si bien esto indica que indica que las 1279 

mutantes insensibles a RCC no necesariamente tienen deleciones o mutaciones 1280 

puntuales en el gen sco2127, y probablemente tampoco en el gen glk, como se 1281 

había planteado previamente (Ikeda, Seno et al. 1984, Segura, González et al. 1282 

1996, Ramos, Guzman et al. 2004), estos resultados también sugieren que, para 1283 

identificar con mayor precisión la o las mutaciones responsables de dicho 1284 

fenotipo, es necesario secuenciar el genoma completo de las mutantes insensibles 1285 

a RCC. 1286 
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 Para analizar con mayor detalle las repercusiones de la deleción del gen 1287 

sco2127 en la fisiología de S. coelicolor, en el presente estudio se analizaron los 1288 

proteomas de la mutante ∆sco2127 y la cepa parental M145. Este análisis fue 1289 

realizado tanto en la fase de crecimiento exponencial, como en la fase 1290 

estacionaria, y reveló cambios en la expresión de diversas enzimas relacionadas 1291 

con la biosíntesis de novo de nucleótidos de purina, la biosíntesis de actinorrodina, 1292 

la degradación de glicina y la gluconeogénesis. En consistencia con la dificultad 1293 

de la mutante para producir actinorrodina, se encontró que la mayoría de las 1294 

enzimas involucradas en la biosíntesis de este pigmento había disminuido su 1295 

expresión en esta cepa, apoyando la hipótesis de que la proteína Sco2127 es 1296 

necesaria para la biosíntesis de dicho antibiótico. Debido a que la reducción en la 1297 

expresión de estas enzimas solo pudo apreciarse en la fase estacionaria, estos 1298 

resultados también confirman que la producción de actinorrodina, así como la de 1299 

otros antibióticos, ocurre principalmente durante dicha fase (Huang, Lih et al. 1300 

2001). 1301 

 Por otro lado, el cambio en los perfiles de expresión de las enzimas 1302 

involucradas en la biosíntesis de nucleótidos de purina, indica que en la mutante 1303 

∆sco2127 probablemente se indujo la producción de dGDP, dADP y ATP, sobre 1304 

todo en la fase estacionaria. El aumento en la concentración de ATP parece 1305 

especialmente importante para la mutante, ya que casi todas las subunidades del 1306 

complejo ATPasa, es decir, las proteínas Sco5368-5373 y Sco5374, aumentaron 1307 

su expresión (Fig. 6-A). Debido a que el ATP juega un papel fundamental en la 1308 

generación de energía, estas observaciones sugieren que la deleción del gen 1309 

sco2127 también pudo haber provocado un aumento en la demanda de energía. 1310 

 Al igual que el complejo ATPasa, prácticamente todas las enzimas 1311 

necesarias para la degradación de glicina aumentaron su expresión en la mutante 1312 

∆sco2127. El producto final de la degradación de glicina es el 10- 1313 

formiltetrahidrofolato (formil-THF). Como se observa en la Figura 6, este 1314 

compuesto es indispensable para la formación de inosina monofosfato (IMP), y el 1315 

IMP, a su vez, actúa como precursor de la biosíntesis de dGDP, dADP y ATP 1316 

(Figs. 6-A y 6-F); por lo tanto, estas observaciones sugieren que la degradación de 1317 

glicina está estrechamente relacionada con la biosíntesis de nucleótidos de purina, 1318 

y dada que algunos de estos nucleótidos son necesarios para la producción de 1319 

energía, incluso puede argumentarse que la ruta de degradación de glicina pudo 1320 
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haberse activado para hacer frente a la demanda energética de la mutante 1321 

∆sco2127. 1322 

Producción de energía y biosíntesis de ectoína 1323 

A pesar de la dificultad para predecir la dirección del flujo metabólico a través de 1324 

la glucólisis/gluconeogénesis en la mutante ∆sco2127, debida en gran medida a la 1325 

diferencia observada en los perfiles de expresión de las enzimas pertenecientes a 1326 

esta ruta, la abundancia de las proteínas encargadas de catalizar reacciones 1327 

irreversibles en una u otra dirección, ayudaron a inferir que el flujo a través de 1328 

dicha ruta ocurrió en dirección gluconeogénica. Uno de los objetivos de la 1329 

gluconeogénesis es la biosíntesis de glucosa a partir de compuestos de dos o tres 1330 

carbonos (Marrero, Rhee et al. 2010); sin embargo, en la mutante no se observó 1331 

un aumento en la expresión de la glucosa-6-fosfato isomerasa (Sco1942), la 1332 

enzima encargada de producir glucosa-6-fosfato (G6P) a partir de fructosa-6- 1333 

fosfato (F6P). De hecho, esta enzima no solo no aumentó, sino que redujo su 1334 

expresión con respecto a la cepa silvestre (Fig. 6-B); por lo tanto, parece poco 1335 

probable que el flujo gluconeogénico en la mutante ∆sco2127 haya aumentado 1336 

para elevar los niveles de glucosa al interior de la célula. 1337 

 Si el objetivo del aumento en el flujo gluconeogénico en la mutante no fue 1338 

la biosíntesis de glucosa, entonces ¿a que pudo deberse dicho aumento?. En 2010, 1339 

Marrero y colaboradores demostraron que la fosfoenolpiruvato carboxicinasa 1340 

PckA de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), es la única enzima de esa 1341 

actinobacteria, capaz de convertir oxaloacetato en fosfoenolpiruvato (PEP) 1342 

(Marrero, Rhee et al. 2010). Esta proteína es similar (68% de identidad) a la Pck 1343 

de S. coelicolor (Sco4979), lo cual sugiere que la Pck de S. coelicolor también 1344 

está involucrada en la formación de PEP. Debido a que el PEP puede ser 1345 

incorporado fácilmente en la gluconeogénesis (Fig. 11-A), estas observaciones 1346 

sugieren que la posible activación de la gluconeogénesis en la mutante ∆sco2127 1347 

pudo haber sido ocasionada por el aumento en la expresión de la proteína 1348 

Sco4979; sin embargo, todavía era necesario saber de donde pudo haber 1349 

provenido el oxaloacetato necesario para la formación de PEP. 1350 

 De acuerdo con la base de datos BioCyc (Karp, Billington et al. 2017), el 1351 

oxaloacetato puede sintetizarse por carboxilación, a partir de piruvato, y por 1352 

transaminación, a partir de aspartato. Hasta donde se sabe, la piruvato carboxilasa 1353 
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Sco0546 es la única enzima de S. coelicolor capaz de producir oxaloacetato a 1354 

partir de piruvato (Bentley, Chater et al. 2002). Esta proteína no varió su 1355 

expresión entre la mutante ∆sco2127 y la cepa silvestre; por lo tanto, parece poco 1356 

probable que el oxaloacetato necesario para la formación de PEP haya sido 1357 

producido a partir de piruvato. A diferencia de la proteína Sco0546, la 1358 

aminotransferasa Sco6222 aumentó su expresión en la mutante ∆sco2127. Al 1359 

igual que otras aminotransferasas, esta proteína puede estar relacionada con la 1360 

formación de oxaloacetato a partir de aspartato. El aspartato, como tal, no fue 1361 

agregado directamente al medio de cultivo; sin embargo, la formulación del medio 1362 

R5 modificado (Fernandez, Weissbach et al. 1998) sugiere que este aminoácido 1363 

pudo haber sido agregado al medio de cultivo, en forma de casaminoácidos, y por 1364 

lo tanto, puede pensarse que el oxaloacetato necesario para la formación de PEP, 1365 

fue producido a partir del aspartato contenido en los casaminoácidos agregados al 1366 

medio de cultivo, y gracias a la acción de la aminotransferasa Sco6222. En 1367 

resumen, todo esto señala que el posible aumento en el flujo metabólico a través 1368 

de la gluconeogénesis, no solo se debió al aumento en la expresión de la Pck 1369 

Sco4979, sino también a la adición de casaminoácidos al medio de cultivo y al 1370 

aumento en la expresión de la aminotransferasa Sco6222 (Fig. 11-A). 1371 

 Además de observar que la PckA de Mtb es esencial para la formación de 1372 

PEP, y por lo tanto, para la activación de la gluconeogénesis, Marrero y 1373 

colaboradores demostraron que esta enzima es indispensable para la persistencia 1374 

de Mtb en el hospedero (Marrero, Rhee et al. 2010). Si bien esto sugiere que la 1375 

Pck Sco4979 es igualmente importante para el crecimiento de S. coelicolor, los 1376 

resultados obtenidos en el presente trabajo indican que el aumento en la expresión 1377 

de esta proteína, así como la aparente activación de la gluconeogénesis, no fueron 1378 

suficientes para sostener el crecimiento de la mutante ∆sco2127, al menos al nivel 1379 

del crecimiento observado en la cepa silvestre (Fig. 3), y en este contexto, es 1380 

posible que el aumento en la expresión de la Pck también se haya debido al 1381 

aumento en la expresión de la glutamato deshidrogenasa Sco2999. Como se 1382 

mencionó anteriormente, el aspartato, adicionado al medio de cultivo en forma de 1383 

casaminoácidos, puede ser convertido en oxaloacetato por la aminotransferasa 1384 

Sco6222; sin embargo, además de producir oxaloacetato, y provocar de esta 1385 

manera el aumento en la expresión de la Pck, la reacción catalizada por la 1386 

aminotransferasa también produce glutamato (Fig. 11-A). En S. coelicolor este 1387 
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aminoácido puede ser metabolizado por dos enzimas distintas: la glutamato 1388 

deshidrogenasa (gdh) Sco2999 y la gdh Sco4683; sin embargo, el aumento en la 1389 

expresión de la primera, en la fase de crecimiento exponencial, y la caída en la 1390 

expresión de la segunda, tanto en la fase exponencial como en la fase estacionaria, 1391 

señalan que, al menos en la fase exponencial, el glutamato fue metabolizado por 1392 

Figura 11 Efecto del cambio en la expresión de algunas enzimas relacionadas con el metabolismo de 

glutamato, sobre la producción de energía (A) y la biosíntesis de ectoína (B). Véase el pie de la Fig. 6 

para conocer el significado de la mayoría de los símbolos. Las rutas metabólicas involucradas en cada 

proceso se indican con recuadros grises que engloban sus reacciones y/o en cursivas. A excepción de la 

flecha que indica la conversión de arabinosa en arabinofuranosa (inciso A), las flechas rojas 

representan el flujo de algunos metabolitos a través de distintas rutas. Debido a que aún no se conoce la 

enzima que cataliza la conversión de arabinosa en arabinofuranosa, la flecha que representa esta 

reacción debería ser gris; sin embargo, no fue posible modificar el color de dicha flecha después de 

configurar la imagen en Scocyc. 
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la gdh Sco2999 (Fig. 11-A). 1393 

 La utilización de glutamato, por parte de la gdh Sco2999, produce amonio 1394 

y 2-oxoglutarato. Debido a que el amonio puede participar en una gran variedad 1395 

de reacciones, es difícil conocer su destino en el contexto fisiológico de la 1396 

mutante ∆sco2127. En cambio, los resultados obtenidos en este estudio sugieren 1397 

que el 2-oxoglutarato producido en la fase exponencial, ya sea mediante el 1398 

metabolismo de glutamato o de arabinosa (Fig. 11-A), pudo haber sido utilizado 1399 

para la generación de poder reductor, específicamente NADH2, y de otros 1400 

acarreadores de electrones reducidos. La posible relación del 2-oxoglutarato con 1401 

la producción de NADH2 está basada principalmente en el aumento en la 1402 

expresión de la gdh Sco2999; sin embargo, la presencia de aspartato y el aumento 1403 

en la expresión de la aminotransferasa Sco6222, también parecen sustentar dicha 1404 

relación. En un estudio previo se observó que el aspartato actúa como activador 1405 

alostérico de la gdh de Streptomyces clavuligerus (Minambres, Olivera et al. 1406 

2000). Esta enzima, es prácticamente idéntica (82% de identidad) a la gdh 1407 

Sco2999 de S. coelicolor (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) (Boratyn, Schaffer et al. 1408 

2012); por lo tanto, y en consistencia con el aumento en la expresión de la 1409 

aminotransferasa Sco6222, descrito anteriormente, estas observaciones sugieren 1410 

que el aumento en la expresión de la gdh Sco2999 en la mutante ∆sco2127, 1411 

también se debe a la presencia de aspartato. Con base en estas observaciones, 1412 

puede pensarse que el 2-oxoglutarato puede ser reutilizado por la 1413 

aminotransferasa para producir glutamato, y que el glutamato producido por la 1414 

aminotransferasa, a su vez, puede ser reutilizado por la gdh para producir 1415 

nuevamente 2-oxoglutarato, de tal manera que se forma un ciclo entre las 1416 

reacciones catalizadas por ambas enzimas (Fig. 11-A). Debido a esto, parece poco 1417 

probable que el aumento en la expresión de las proteínas Sco2999 y Sco6222 se 1418 

vea reflejado en un cambio significativo en la concentración de 2-oxoglutarato o 1419 

glutamato; sin embargo, no se descarta la posibilidad de que en la mutante haya 1420 

aumentado la concentración de otros productos derivados de las reacciones 1421 

catalizadas por estas mismas enzimas, por ejemplo, el NADH2. 1422 

 En consistencia con su participación en el catabolismo de glutamato, la 1423 

gdh Sco2999 requiere NAD+ para operar de manera adecuada. Esto significa que, 1424 

a diferencia de lo que puede ocurrir con el 2-oxoglutarato, el cual puede ser 1425 

reutilizado por la aminotransferasa Sco6222, sin que esto represente un 1426 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/


 55 

incremento neto en la cantidad de dicho intermediario, en cada ciclo a través de la 1427 

aminotransferasa Sco6222 y la gdh Sco2999, se produce una molécula de 1428 

NADH2. En condiciones aerobias, esta molécula suele actuar como donador de 1429 

electrones para producir energía a través de la cadena respiratoria; sin embargo, 1430 

en la mutante ∆sco2127, ninguna de las enzimas relacionadas con este proceso 1431 

varió su expresión, lo cual sugiere que el NADH2 producido por el metabolismo 1432 

de glutamato, difícilmente fue utilizado para la producción de energía. 1433 

Alternativamente, el 2-oxoglutarato puede ser descarboxilado por la sintasa 1434 

Sco4595, para la generación de otros acarreadores de electrones. En este caso, la 1435 

sintasa Sco4595 requiere la presencia de una ferredoxina oxidada que se reduce 1436 

tras la descarboxilación del 2-oxoglutarato, y una vez reducida, dicha ferredoxina 1437 

puede participar en otras reacciones de óxido-reducción. Entre las reacciones que 1438 

utilizan ferredoxinas reducidas en S. coelicolor, se encuentran algunas 1439 

relacionadas con la conversión entre distintos tipos de folatos. Como se mencionó 1440 

anteriormente, estos compuestos son indispensables para la biosíntesis de 1441 

nucleótidos de purina, incluyendo el ATP (Fig. 6-A), y este nucleótido, a su vez, 1442 

es fundamental para la obtención de energía, así que, con base en estos elementos 1443 

de información, puede pensarse que la utilización de 2-oxoglutarato por la 1444 

proteína Sco4595, tuvo como objetivo principal, el aumento en la producción de 1445 

acarreadores de electrones reducidos para la reducción de folatos que pudieran 1446 

favorecer la biosíntesis de ATP, y por lo tanto, la producción de energía en la 1447 

mutante ∆sco2127 (Fig. 11-A). 1448 

 A diferencia de lo observado en la fase exponencial, en la fase estacionaria 1449 

disminuyó la expresión de las enzimas relacionadas con la producción de 2- 1450 

oxoglutarato y de acarreadores de electrones reducidos, es decir, la gdh Sco2999, 1451 

la aminotransferasa Sco6222, las enzimas relacionadas con la degradación de 1452 

arabinosa y la 2-oxoglutarato sintasa Sco4595 (Fig. 11-A). Estas observaciones, 1453 

aunadas al aumento en la expresión de diversas enzimas relacionadas con la 1454 

síntesis de 2-oxoglutarato a partir de oxaloacetato, las cuales bien pueden formar 1455 

parte de la fermentación ácido-mixta o del ciclo de los ácidos tricarboxílicos 1456 

(TCA), sugieren que en la fase estacionaria, el 2-oxoglutarato ya no proviene de la 1457 

degradación de glutamato y arabinosa, sino del oxaloacetato (Fig. 11-B). El 1458 

aumento en la expresión de la fosfoenolpiruvato carboxilasa Sco3127, la cual 1459 

forma parte de la vía de asimilación de formaldehído, sugiere, por otro lado, que 1460 
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el oxaloacetato proviene del PEP (Fig. 11-B), y esto, a su vez, tiene una 1461 

connotación mayor, sobre el hecho de que el PEP aparentemente acumulado 1462 

durante la fase exponencial, pueda haber sido utilizado para la formación de 2- 1463 

oxoglutarato durante la fase estacionaria (Fig. 11). Independientemente del origen 1464 

del 2-oxoglutarato, el aumento en la expresión de la aminobutirato 1465 

aminotransferasa Sco5676, también en la fase estacionaria, sugiere que, en 1466 

presencia de aminobutirato, el 2-oxoglutarato producido pudo haber sido 1467 

transformado en succinato semialdehído y glutamato (Fig. 11-B). De acuerdo con 1468 

el ciclo de los ácidos tricarboxílicos propuesto para S. coelicolor, el succinato 1469 

semialdehído debería ser metabolizado por una aldehído deshidrogenasa (Sco1204 1470 

o Sco4780) o por una succinato semialdehído deshidrogenasa (Sco7035) 1471 

(https://biocyc.org/); sin embargo, ninguna de estas enzimas varió su expresión en 1472 

la mutante, en la fase estacionaria. Interesantemente, en esta fase del cultivo 1473 

tampoco varió la expresión del resto de las enzimas del TCA, las cuales son 1474 

necesarias para convertir el succinato semialdehído en malato (Fig. 11-B); por lo 1475 

tanto, y aunque el 2-oxoglutarato haya sido producido por "la primera mitad" de 1476 

las enzimas del TCA, no puede asegurarse que este intermediario haya sido 1477 

metabolizado completamente a través de dicho ciclo, más bien parece que el 1478 

objetivo del posible aumento en la producción de 2-oxoglutarato, en la fase 1479 

estacionaria, fue la producción de glutamato, lo cual parece ser apoyado por el 1480 

aumento, también en la fase estacionaria, en la expresión de la prolina 1481 

deshidrogenasa Sco5519 y de la proteína Sco5520, las cuales están relacionadas 1482 

con la biosíntesis de glutamato, a partir de prolina, y de la glutamato sintasa 1483 

Sco4785, la cual está involucrada en la formación de glutamato, a partir de 1484 

glutamina (Fig. 11-B). 1485 

 Aunque el glutamato puede participar en una gran variedad de procesos 1486 

biosintéticos, como la biosíntesis de aminoácidos, tetrahidrofolatos, NAD+, 1487 

glutamina, y ectoína, el número de enzimas relacionadas con la mayoría de estos 1488 

procesos, y cuya expresión varió en la mutante ∆sco2127, no fue suficiente para 1489 

inferir que el glutamato acumulado haya sido metabolizado a través de estos 1490 

procesos biológicos. La única excepción parece ser la biosíntesis de ectoína. En 1491 

este estudio no se determinó la concentración de ectoína; sin embargo, el aumento 1492 

en la expresión de 3 de los 4 genes o proteínas involucrados en la síntesis de este 1493 

compuesto (Fig. 10), sugiere fuertemente que, a pesar de que la mutante no fue 1494 

https://biocyc.org/smarttables?tab=MINE
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expuesta deliberadamente a estrés término o salino, la ectoína elevó su 1495 

concentración en la mutante ∆sco2127. El aumento observado en la expresión de 1496 

la proteína Sco1865, así como el posible aumento en la producción de glutamato, 1497 

parecen especialmente importantes para la biosíntesis de ectoína, ya que la 1498 

proteína Sco1865 se encarga de convertir el L-aspartato-4-semialdehído en L-2,4- 1499 

diaminobutirato, usando glutamato como donador del grupo amino (Fig. 10); sin 1500 

embargo, abajo también se describe como la cisteína, y sobre todo, el glutamato y 1501 

la acetil-CoA derivados de la degradación de cisteína, son igualmente importantes 1502 

para la producción de ectoína, y posiblemente también, para la sobrevivencia de la 1503 

mutante ∆sco2127. 1504 

 Mas allá de explicar por qué el metabolismo de glutamato, como proceso 1505 

biológico, se vio sobrerrepresentado sobre otros procesos en los cuales pudieron 1506 

haber participado otras proteínas expresadas diferencialmente, estos resultados 1507 

ilustran claramente la complejidad de los cambios ocasionados por la deleción del 1508 

gen sco2127. Ciertamente estos cambios también están influenciados por el tipo y 1509 

disponibilidad de nutrientes; sin embargo, es difícil negar que los objetivos 1510 

principales de dichos cambios fueron la producción de energía y la biosíntesis de 1511 

ectoína (Fig. 11). 1512 

Transporte 1513 

Sistemas BldK y OBP 1514 

A diferencia del sistema OBP, el cual no ha sido caracterizado 1515 

experimentalmente, el sistema BldK, el cual está conformado por las proteínas 1516 

Sco5113-16, ha sido relacionado con el proceso de diferenciación morfológica. 1517 

Esta relación está basada, fundamentalmente, en la capacidad de dicho sistema de 1518 

transportar el oligopéptido morfogénico bld261 al interior de la célula, y en la 1519 

habilidad de este oligopéptido para promover la diferenciación morfológica en S. 1520 

coelicolor (Nodwell and Losick 1998). De acuerdo con estas evidencias, se 1521 

hubiera esperado que el aumento en la abundancia de las proteínas Sco5113-16, 1522 

observado en la mutante ∆sco2127, se hubiera visto reflejado en la anticipación de 1523 

la diferenciación morfológica por parte de esta cepa; sin embargo, como se 1524 

muestra en la figura 3, el aumento en la expresión de estas enzimas aparentemente 1525 

no fue suficiente para completar el proceso de diferenciación morfológica. 1526 
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 En algunos análisis de proteína a escala genómica, se ha observado que las 1527 

lipoproteínas BldKB (Sco5113) y OBP (Sco5477) adoptan distintos estados 1528 

conformacionales, y debido a esto, se ha propuesto que estas proteínas pueden 1529 

desempeñar diversas funciones durante el desarrollo de S. coelicolor (Li, Liang et 1530 

al. 2014). En otros estudios, también se ha observado que estas proteínas 1531 

aumentan su expresión en respuesta a la interrupción temporal del crecimiento, 1532 

ocasionada por la falta de glutamato, y que esta respuesta es similar a la respuesta 1533 

obtenida bajo distintas condiciones de estrés, como el choque término y el estrés 1534 

salino (Novotna, Vohradsky et al. 2003). Aunque, como se mencionó 1535 

anteriormente, los resultados obtenidos en el presente trabajo no son suficientes 1536 

para asegurar que la concentración de glutamato haya disminuido en la mutante 1537 

∆sco2127, el aumento en la concentración de nitrito y en la expresión de la 1538 

mayoría de las enzimas involucradas con la biosíntesis de ectoína en la mutante 1539 

∆sco2127 (Figs. 8 y 10), sugieren fuertemente que la mutante si estuvo sujeta a 1540 

cierto tipo de estrés. Aunque no se conoce la función de las proteínas BldKB y 1541 

OBP en la fisiología de la mutante ∆sco2127, dichas observaciones, aunadas a las 1542 

afectaciones observadas en el desarrollo de la mutante (Fig. 3), ocasionadas, en 1543 

parte, por el aumento en la concentración de nitrito, sugieren, similar a lo 1544 

observado por Novotna y colaboradores, que el aumento en la abundancia de las 1545 

proteínas BldKB y OBP en la mutante pudo haber sido resultado de las 1546 

afectaciones observadas en el crecimiento (Fig. 12). 1547 

 El aumento en la expresión de la proteína Sco5113, así como la interacción 1548 

observada previamente entre esta proteína y la proteína Sco2127 (Chavez, Forero 1549 

et al. 2011), sugieren que la proteína Sco2127 controla la expresión de la proteína 1550 

Sco5113. Este control puede darse de distintas maneras; sin embargo, y por 1551 

simplicidad, a continuación de plantean algunas hipótesis relacionadas 1552 

únicamente con el control transcripcional o postranscripcional de la expresión del 1553 

gen sco5113 y/o de su producto de expresión. Si dicho control fuera de tipo 1554 

transcripcional, parece poco probable que la proteína Sco2127 pueda controlar 1555 

directamente la expresión del gen sco5113, ya que esta proteína carece de 1556 

dominios de unión a DNA, y en este contexto, la expresión del gen sco5113 1557 

debería estar bajo el control de un regulador transcripcional que pueda controlar 1558 

directamente la expresión de dicho gen. Si por otro lado, el control fuera de tipo 1559 

postranscripcional, la interacción entre las proteínas Sco2127 y Sco5113 adquiere 1560 
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mayor relevancia, ya que existe la posibilidad de que la proteína Sco2127 pueda 1561 

afectar directamente la expresión de la proteína Sco5113, y probablemente, de 1562 

otras proteínas relacionadas con este, y otros procesos biológicos. Si esto es 1563 

cierto, entonces a qué se debe que Chávez y colaboradores no hayan identificado 1564 

interacciones adicionales entre la proteína Sco2127 y otras proteínas? Aunque 1565 

todavía no se tiene una respuesta concreta a este cuestionamiento, es probable que 1566 

esto se haya debido al uso de condiciones de crecimiento diferentes, es decir, en 1567 

su estudio, Chávez y colaboradores usaron extractos de cultivos crecidos en medio 1568 

complejo YM (extracto de malta), adicionado con glucosa, en cambio, en el 1569 

presente estudio se usó medio definido, adicionado con arabinosa. 1570 

Sistema Sco0753-56 1571 

Además del cambio observado en la abundancia de los sistemas BldK y OBP a 1572 

nivel de proteína, en la mutante ∆sco2127 se observó un cambio en la expresión 1573 

de los genes sco0753-56. Estos genes también codifican para un sistema de 1574 

transporte de tipo ABC; y aunque tampoco se ha demostrado experimentalmente 1575 

qué es lo que transporta este sistema, las evidencias que a continuación de 1576 

describen, sugieren que este sistema puede transportar ácido teicóico para 1577 

mantener la firmeza de la pared celular. 1578 

 El producto de expresión del gen sco0756, es una proteína de membrana 1579 

similar (32% de identidad) a la proteína AtrB de Sphingomonas sp. S88 1580 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) (Boratyn, Schaffer et al. 2012). Esta proteína, la 1581 

proteína AtrB, aparentemente está relacionada con el transporte de L-ramnosa, y 1582 

debido a que este carbohidrato es esencial para la producción de polisacáridos 1583 

estructurales necesarios para la formación de cápsulas de resistencia, puede 1584 

considerarse que esta proteína también está relacionada con la formación de 1585 

dichas cápsulas (Yamazaki, Thorne et al. 1996). A diferencia de las especies del 1586 

género Sphingomonas, los estreptomicetos no forman cápsulas; sin embargo, es 1587 

bien sabido que estos organismos forman otras estructuras de resistencia, 1588 

comúnmente conocidas como esporas (Chater 2006). Por lo tanto, estas 1589 

observaciones sugieren que la proteína de membrana codificada por el gen 1590 

sco0756, y probablemente, todo el sistema de transporte codificado por los genes 1591 

sco0753-56, está involucrado en el transporte de algún carbohidrato necesario 1592 

para la biosíntesis de la membrana celular. Otra evidencia que apoya esta 1593 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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hipótesis proviene del análisis de la proteína codificada por el gen sco0754. Esta 1594 

proteína pertenece a la familia de proteínas HylD (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) 1595 

(Boratyn, Schaffer et al. 2012), y una de las proteínas mejor caracterizadas de esta 1596 

familia es la proteína DevB de Anabaena sp. PCC7120. El perfil hidropático de 1597 

esta proteína, así como la organización genómica del gen que la codifica, no solo 1598 

sugieren que la proteína DevB es una proteína de unión a membrana, sino que esta 1599 

proteína también forma parte de un transportador de tipo ABC. En Anabaena sp., 1600 

se ha propuesto que el transportador codificado por los genes devBCA puede estar 1601 

involucrado en la exportación de glicolípidos o de alguna enzima, probablemente 1602 

lítica, necesaria para la formación de la membrana celular de los heterocistos 1603 

(Fiedler, Arnold et al. 1998), células especializadas en la fijación de nitrógeno, en 1604 

condiciones donde este nutriente es escaso. 1605 

 Tomando en cuenta la posibilidad de que el transportador formado por las 1606 

proteínas Sco0753-56 pudiera transportar alguna enzima lítica involucrada en el 1607 

procesamiento de polisacáridos, se buscaron artículos de S. coelicolor 1608 

relacionadas con el término lytic polysaccharide. Como resultado de esta 1609 

búsqueda, se encontró un artículo relacionado con el estudio de dos polisacárido 1610 

monooxigenasas líticas, las proteínas Sco0643 y Sco1188 (Forsberg, Mackenzie 1611 

et al. 2014); sin embargo, estas proteínas, o los genes que las codifican, no se 1612 

encontraron en los conjuntos de genes y proteínas expresados diferencialmente 1613 

entre la mutante ∆sco2127 y la cepa silvestre M145. En ese trabajo, también se 1614 

reporta que S. coelicolor codifica para otras cuatro monooxigenasas líticas; no 1615 

obstante, los autores no mencionan cuales son esas proteínas. A excepción de los 1616 

dominios de unión a carbohidratos, los cuales pueden encontrarse en múltiples 1617 

proteínas asociadas con distintas funciones, las monooxigenasas líticas no 1618 

contienen dominios conservados; por lo tanto, es difícil saber si alguna 1619 

monooxigenasa lítica varió su expresión en la mutante ∆sco2127. Debido a esto, y 1620 

con la intención de identificar el elemento que podría ser transportado a través del 1621 

transportador Sco0753-56, en la base de datos StrepDB se buscaron los genes 1622 

asociados con el término polysaccharide. Esta búsqueda arrojó un total de 19 1623 

genes, de los cuales, únicamente el gen sco2590 se encontró en el grupo de genes 1624 

expresados diferencialmente entre la mutante y la cepa silvestre. La secuencia del 1625 

gen sco2590 revela la presencia de un dominio Pfam04464, característico de la 1626 

CDP:glicerol (glicerofosfato) glicerofosfotransferasa de Staphylococcus epidermis 1627 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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ATCC14990 (Boratyn, Schaffer et al. 2012). En S. epidermis, esta proteína se 1628 

encarga de polimerizar la cadena principal de ácido teicóico (Fitzgerald and 1629 

Foster 2000), un polímero de glicerol fosfato y carbohidratos unidos mediante 1630 

enlaces fosfodiéster que se encuentra en la pared celular de la mayoría de las 1631 

bacterias Gram-positivas, y sirve principalmente para dar rigidez a la pared 1632 

celular. En la mutante ∆sco2127 no solo disminuyó la expresión del gen sco2590, 1633 

sino también de su producto de expresión. Por lo tanto, estas observaciones 1634 

sugieren que lo que se transporta a través del transportador Sco0753-56 debe ser 1635 

ácido teicóico. En consistencia con esta propuesta, en la mutante ∆sco2127 1636 

también se observó una disminución en la abundancia del gen sco2589 y de la 1637 

proteína codificada por este gen. La proteína Sco2589 tiene 38% de identidad con 1638 

la proteína sco2590 y también posee un dominio Pfam04464, lo que indica que, al 1639 

igual que la proteína Sco2590, el producto de expresión del gen sco2589 también 1640 

podría estar involucrado en la polimerización del ácido teicóico. Finalmente, y 1641 

además de haber encontrado una relación entre el sistema de transporte codificado 1642 

por los genes sco0753-56 y las enzimas Sco2589 y So2590, la disminución en la 1643 

expresión de estos genes y proteínas sugieren que las afectaciones morfológicas 1644 

observadas en la mutante ∆sco2127 también pudieron haber sido resultado de la 1645 

falta de polimerización de ácido teicóico, y por lo tanto, de la falta de rigidez de la 1646 

membrana celular. 1647 

Sco7612 y su posible participación en la estabilidad de la membrana celular 1648 

La proteína codificada por el gen sco7612 pertenece a la familia de proteínas YceI 1649 

(COG2353). Esta proteína tiene 37 y 34% de identidad con la proteína TT1927b 1650 

de Thermus thermophilus y la proteína periplásmica YceI de E. coli, 1651 

respectivamente (Boratyn, Schaffer et al. 2012). Por su parte, la proteína TT1917b 1652 

de T. thermophilus tiene una estructura de barril beta, y es capaz de unir 1653 

poliisoprenoides de 8 unidades (C40). Interesantemente, todos los residuos de la 1654 

proteína TT1927b que interaccionan con este tipo de compuestos, se encuentran 1655 

altamente conservados en la proteína Sco7612 (Handa, Terada et al. 2005). Por lo 1656 

tanto, es altamente probable que la proteína Sco7612 de S. coelicolor también 1657 

pueda unir poliisoprenoides, y que se mantenga unida a la membrana, como en el 1658 

caso de la proteína YceI de E. coli. 1659 
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 Los poliisoprenoides son lípidos derivados del isopreno 1660 

(https://www.ebi.ac.uk/chebi/). Debido a sus propiedades antioxidantes, se ha 1661 

comprobado que esta clase de lípidos puede proteger a la membrana de la 1662 

peroxidación lipídica y de los efectos nocivos que las especies reactivas de 1663 

oxígeno pueden ocasionar sobre los componentes de la membrana (Nowicka and 1664 

Kruk 2010); por lo tanto, se entiende que las afectaciones observadas en el 1665 

desarrollo de la mutante ∆sco2127 también pudieron haber sido provocadas por la 1666 

disminución en la expresión del gen sco7612. 1667 

Glucosa permeasas 1668 

Desde los primeros trabajos relacionados con el estudio del gen sco2127, se ha 1669 

sugerido que este gen o su producto de expresión están relacionados con el 1670 

transporte de glucosa. Esta relación está basada principalmente en el 1671 

restablecimiento del transporte de glucosa observado en algunas mutantes de S. 1672 

coelicolor insensibles a RCC, complementadas únicamente con el gen sco2127; 1673 

sin embargo, hasta el momento no se sabe con precisión cómo el gen sco2127 1674 

pudo haber incidido sobre el transporte de dicho carbohidrato. Con base en los 1675 

resultados obtenidos previamente por varios autores (Angell, Lewis et al. 1994, 1676 

Guzman, Carmona et al. 2005, Guzman, Ramos et al. 2005), se ha propuesto que 1677 

la proteína Sco2127 puede controlar el transporte de glucosa por medio de algún 1678 

regulador transcripcional que regule directamente la expresión de los genes que 1679 

codifican para las glucosa permeasas (glcP1 y glcP2), o mediante interacciones 1680 

proteína-proteína que favorezcan la actividad de dichas proteínas. De hecho, en un 1681 

estudio previo se comprobó que la proteína Sco2127 sí es capaz de interactuar con 1682 

otras proteínas; sin embargo, las proteínas que se unieron a la proteína Sco2127 1683 

no eran ni las glucosa permeasas ni algún regulador transcripcional que se ajustara 1684 

a cualquiera de los mecanismos de regulación propuestos, sino las proteínas 1685 

Sco2582 y Sco5113 (Chavez, Forero et al. 2011). La interacción entre la proteína 1686 

Sco2127 y la proteína Sco5113 es importante, no solo porque, como se describió 1687 

anteriormente, el producto de expresión del gen sco5113 forma parte del sistema 1688 

de transporte BldK, sino porque en el presente estudio se observaron cambios en 1689 

la expresión 9 proteínas y 7 genes relacionados con el transporte. La presencia de 1690 

los genes glcP1 y glcP2 en este grupo de genes llama poderosamente la atención, 1691 

ya que la expresión de dichos genes aumentó a pesar de no haber utilizado glucosa 1692 

https://www.ebi.ac.uk/chebi/
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en este estudio. Aunque esto apoya la hipótesis de que el cambio en la expresión 1693 

de los genes glcP1 y glcP2 también puede deberse al cambio en la abundancia de 1694 

algún regulador transcripcional, en S. coelicolor aún no se ha identificado el factor 1695 

transcripcional que pueda regular la expresión de dichos genes. Previamente en 1696 

este estudio también se propuso que el regulador de respuesta Sco0204 puede 1697 

controlar la expresión de varios genes, entre los que se encuentra el gen sco5113 1698 

(ver arriba); sin embargo, la ausencia de los genes glcP1 y glcP2 en este grupo de 1699 

genes, indica que los genes que codifican para las glucosas permeasas no son 1700 

regulados por la proteína Sco0204. A pesar de esto, en la mutante ∆sco2127, se 1701 

observaron cambios en la abundancia de otros reguladores transcripcionales. En 1702 

este trabajo solo se analizó el regulador de respuesta Sco0204 porque fue el único 1703 

factor transcripcional que varió su expresión en ambas fases de crecimiento; sin 1704 

embargo, en la fase exponencial, donde se observó el cambio en la expresión de 1705 

los genes glcP1 y gclP2, también se observaron cambios en la abundancia de otros 1706 

factores transcripcionales, como las proteínas Sco2440, Sco2792, Sco4158 y 1707 

Sco4493 (Fig. 7-B). Por lo tanto, no se descarta la posibilidad de que cualquiera 1708 

de estos factores pueda controlar la expresión de los genes glcP1 y glcP2 en la 1709 

mutante ∆sco2127. 1710 

 Independientemente de que el cambio en la expresión de los genes glcP1 y 1711 

glcP2 en la mutante ∆sco2127 haya estado influenciado por el cambio en la 1712 

expresión de algún factor transcripcional, los resultados obtenidos en este trabajo 1713 

demuestran que la expresión de los genes que codifican para las glucosa 1714 

permeasas no solo depende de la presencia de glucosa. En este estudio tampoco se 1715 

determinó la concentración de glucosa; sin embargo, es poco probable que este 1716 

carbohidrato haya sido sintetizado a partir de los nutrientes presentes en el medio 1717 

de cultivo, y/o de los cambios observados en la expresión de los genes y proteínas 1718 

descritos. Probablemente la única evidencia que sugiere un cambio en la 1719 

concentración de glucosa en la mutante ∆sco2127, es el posible aumento en el 1720 

flujo metabólico a través de la gluconeogénesis; sin embargo, como se mencionó 1721 

anteriormente, parece que gluconeogénesis se activó como resultado de la 1722 

degradación de aspartato para la formación de glutamato, y no porque realmente 1723 

juegue un papel importante en la fisiología de la mutante. Incluso suponiendo que 1724 

la activación de la gluconeogénesis fuera relevante para la fisiología de la 1725 

mutante, la disminución en la expresión de la glucosa-6-fosfato isomerasa 1726 
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Sco1942, la cual se encarga de convertir la fructosa-6-fosfato (F6P) en glucosa-6- 1727 

fosfato (G6P) (Fig. 6-B), sugiere que aunque la mutante haya sido capaz de 1728 

producir F6P a través de la gluconeogénesis, este intermediario difícilmente pudo 1729 

haber sido convertido en glucosa. 1730 

Relación entre el aumento en la expresión del regulador Sco0204 y los 1731 

perfiles de expresión de algunos genes y proteínas en la mutante 1732 

∆sco2127 1733 

En contraste con el número de proteínas relacionadas con cualquiera de los 1734 

procesos que acaban de mencionarse, la deleción del gen sco2127 provocó 1735 

cambios solamente en siete proteínas relacionadas con la transcripción. De estas 1736 

proteínas, únicamente el regulador de respuesta Sco0204 mostró el mismo perfil 1737 

de expresión en ambas fases del cultivo (Fig. 7); por lo tanto, es posible que esta 1738 

proteína juegue un papel importante en la fisiología de la mutante ∆sco2127. En 1739 

consistencia con esta hipótesis, en este estudio también se descubrió que, aunque 1740 

la proteína Sco0204 tiene el potencial para regular la expresión de 216 genes, solo 1741 

15 de los productos codificados por estos genes cambiaron su expresión en la 1742 

mutante ∆sco2127. A pesar de esto, estos resultados coinciden con el 1743 

enriquecimiento observado en el transporte de péptidos, ya que algunas de esas 1744 

proteínas, entre las que se encuentran las proteínas Sco1074, Sco1796, Sco5112 y 1745 

Sco5113, están relacionadas con la hidrólisis, el recambio y, sobre todo, el 1746 

transporte de proteínas. La presencia de las proteínas Sco5112 y Sco5113 en este 1747 

grupo de proteínas merece especial atención, ya que apoya la hipótesis de que la 1748 

proteína Sco2127 pueda controlar la expresión de ciertos genes a través de un 1749 

regulador transcripcional. Anteriormente se había planteado la posibilidad de que 1750 

la proteína Sco2127 pudiera controlar directamente la expresión de la proteína 1751 

Sco5113 a través de interacciones proteína-proteína; sin embargo, el cambio en la 1752 

expresión del regulador transcripcional Sco0204 en la mutante, y sobre todo, la 1753 

aparente capacidad de este regulador para controlar directamente la expresión de 1754 

los genes sco5112 y sco5113, no descartan la posibilidad de que la expresión de 1755 

ambos genes también pueda darse a nivel transcripcional (Fig. 12). Otras 1756 

proteínas expresadas diferencialmente entre la mutante ∆sco2127 y la cepa 1757 

silvestre, y cuya expresión podría depender, inicialmente, del regulador de 1758 

respuesta Sco0204, incluyen las proteínas Sco2614 y Sco0975. La relación de la  1759 
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primera, con la biosíntesis de tetrahidrofolatos, y de la segunda, con la utilización 1761 

de 6-fosfogluconato para la formación de gliceraldehído-3-fosfato, el cual puede 1762 

ser incorporado en la gluconeogénesis, sugiere que, además de estar influenciados 1763 

por el flujo metabólico que impera en la mutante ∆sco2127, estos procesos 1764 

podrían estar controlados, a nivel transcripcional, por el regulador de respuesta 1765 

Sco0204 (Fig. 12). 1766 

 De acuerdo con las hipótesis de que la mutante ∆sco2127 estuvo sometida 1767 

a cierto tipo de estrés, el resto de las proteínas cuya expresión pudo haber sido 1768 

controlada por la proteína Sco0204 en la mutante ∆sco2127, aparentemente está 1769 

relacionado con la adaptación y el crecimiento celular bajo condiciones de estrés 1770 

(Daigle, Lerat et al. 2015). Estas proteínas incluyen algunas proteínas de estrés 1771 

(Sco0167 y Sco0200), una alcohol deshidrogenasa (Sco0179), el propio regulador 1772 

de respuesta Sco0204, y dos subunidades del complejo nitrato reductasa (Sco0216 1773 

y Sco0217). Al igual que estas proteínas, otros productos de expresión que 1774 

también podrían haber sido estar reguladas por la proteína Sco0204, debido a que 1775 

los promotores de los genes que los codifican contienen sitios de unión para dicho 1776 

regulador, son las proteínas Sco0161 y Sco0268; sin embargo, estas proteínas no 1777 

mostraron cambios en sus perfiles de expresión. 1778 

 Para saber si el regulador de respuesta Sco0204 también puede inducir la 1779 

expresión de los genes sco0161 y sco0268, así como de otros genes que 1780 

contienen, en sus promotores, posibles sitios de unión a dicho regulador 1781 

(recuérdese que, según el análisis bioinformático realizado en el presente estudio, 1782 

la proteína Sco0204 podría regular la expresión de hasta 216 genes en S. 1783 

coelicolor), se compararon los transcriptomas de la mutante y la cepa silvestre. 1784 

Contrario a lo esperado, esta comparación no reveló cambios en la expresión del 1785 

gen sco0161; sin embargo, sí produjo cambios en la expresión del gen sco0268, y 1786 

de otros 20 genes localizados entre el gen sco0161 y el gen sco0268, sumando un 1787 

total de 21 genes cuya expresión podría haber sido regulada por la proteína 1788 

Sco0204, 14 más que el número de proteínas que variaron su expresión en la 1789 

mutante, y cuya abundancia también podría depender del regulador Sco0204. En 1790 

resumen, estos resultados no solo sugieren que el regulador Sco0204 puede 1791 

controlar la expresión de estos 21 genes, sino que el transcriptoma se ajusta mejor 1792 

que el proteoma, a la predicción del regulón Sco0204. 1793 
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 Si bien los resultados obtenidos mediante la comparación de los 1794 

transcriptomas de ajustaron mejor a la predicción del regulón Sco0204, que los 1795 

resultados obtenidos mediante la comparación de los proteomas, aún es preciso 1796 

discutir por qué el número de proteínas fue menor que el número de genes cuya 1797 

expresión pudo haber sido regulada por la proteína Sco0204, y en este sentido, se 1798 

ha propuesto que esta falta de correlación puede deberse a, por lo menos, una de 1799 

las siguientes razones: i) retrasos durante el inicio del proceso de traducción, ii) 1800 

afectaciones durante el proceso mismo de traducción, y iii) cambios en la 1801 

expresión de enzimas relacionadas con la actividad proteolítica, modificaciones 1802 

postraduccionales y/o recambio de proteínas. El primer punto se refiere a que, 1803 

para que un transcrito pueda ser traducido en su producto de expresión 1804 

correspondiente, primero deben ensamblarse, alrededor del sitio de inicio de la 1805 

traducción, el ribosoma, el factor de iniciación, y el tRNA de inicio, es decir, el 1806 

tRNA-Met. La unión de estos tres elementos generalmente toma su tiempo, y este 1807 

tiempo suele es suficiente para que los transcritos no se traduzcan de manera 1808 

inmediata (Olivares-Hernandez, Bordel et al. 2011), lo cual provoca diferencias 1809 

entre el número de genes y proteínas regulados por un mismo TF. El segundo 1810 

punto está relacionado con el tipo y abundancia de las enzimas encargadas de 1811 

incorporar los aminoácidos necesarios para la formación de los péptidos 1812 

nacientes, también conocidas como aminoacil-tRNA sintetasas (aaRSs), y con el 1813 

uso de codones de los transcritos (Olivares-Hernandez, Bordel et al. 2011). De las 1814 

cuatro aaRSs cuya expresión disminuyó en la mutante ∆sco2127 (Sco1818: 1815 

tirosina, Sco3961: serina, Sco1663: cisteína y Sco2076: isoleucina), 1816 

aparentemente la disminución en la expresión de la tirosil- y la seril-tRNA 1817 

sintetasas tuvo el mayor efecto sobre la falta de correlación entre los perfiles de 1818 

expresión de los genes y las proteínas posiblemente reguladas por la proteína 1819 

Sco0204. Estas proteínas son las únicas dos aaRSs de S. coelicolor capaces de 1820 

acarrear tirosina y serina para la síntesis de proteínas. Aunque el porcentaje de 1821 

estos dos aminoácidos en la composición de la mayoría de las proteínas que 1822 

conforman el regulón de Sco0204 es bajo, la serina es el cuarto o quinto 1823 

aminoácido más abundante en la composición de algunas proteínas del regulón, 1824 

como las proteínas Sco0201, Sco0213 y Sco0214, y por lo tanto, es factible 1825 

suponer que, aunque los genes que codifican para estas tres enzimas aumentaron 1826 

su expresión en la mutante, la disminución en la abundancia de sus 1827 
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correspondientes productos de expresión pudo haberse debido a la disminución en 1828 

la abundancia de la tirosil y la seril tRNA sintetasas. El tercer y último argumento 1829 

para explicar la falta de correlación entre los perfiles de expresión de genes y 1830 

proteínas, está relacionado con el aumento en la expresión de la proteína Sco1796 1831 

en la mutante ∆sco2127. Debido a que esta enzima está relacionada con la 1832 

actividad proteolítica, modificaciones postraduccionales y el recambio de 1833 

proteínas, es posible que el aumento en su expresión haya afectado la estabilidad 1834 

de algunas proteínas en la mutante ∆sco2127, incluyendo, por supuesto, algunas 1835 

proteínas del regulón Sco0204. Aunque estos tres escenarios se plantearon para 1836 

explicar las diferencias observadas entre los perfiles de expresión solo de aquellos 1837 

genes y proteínas cuya expresión podría depender del regulador Sco0204, no se 1838 

descarta la posibilidad de que cualquiera de estos mecanismos haya afectado la 1839 

biosíntesis o estabilidad de otros proteínas, es decir, de proteínas que no formen 1840 

parte del regulón Sco0204. De acuerdo con esta posibilidad, es interesante 1841 

subrayar que solo 49 de las proteínas codificadas por los 179 genes expresados 1842 

diferencialmente, mostraron el mismo perfil de expresión que sus respectivos 1843 

genes, lo que equivale apenas al 27% de los genes expresados diferencialmente. 1844 

Influencia del regulador de respuesta Sco0204 sobre la diferenciación 1845 

morfológica y la producción de actinorrodina, en la mutante ∆sco2127 1846 

De las proteínas cuya expresión puede depender de la proteína Sco0204, 1847 

únicamente se conoce la función del complejo enzimático nitrato reductasa Nar2. 1848 

Este complejo está conformado por las proteínas Sco0216-0219. De estas 1849 

proteínas, solo las proteínas Sco0216 y Sco0217 aumentaron su expresión en la 1850 

mutante ∆sco2127; sin embargo, y al igual que lo observado en la ruta de 1851 

biosíntesis de ectoína, el análisis de los transcriptomas permitió identificar un 1852 

aumento en la expresión de otros genes igualmente relacionados con el complejo 1853 

nitrato reductasa, como el gen sco0219, pero cuyos productos de expresión no 1854 

habían sido identificados inicialmente mediante proteómica, además de confirmar 1855 

los resultados obtenidos mediante dicho acercamiento, como en el caso de los 1856 

genes sco0216 y sco0217. Debido a que también en este caso, la integración de la 1857 

información obtenida por proteómica y transcriptómica permitió identificar 1858 

cambios en la mayoría de los genes o proteínas relacionados con el complejo 1859 
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nitrato reductasa, es altamente probable que el complejo Nar2 haya incrementado 1860 

su concentración en la mutante. 1861 

El complejo Nar2 es uno de los tres complejos nitrato reductasa 1862 

codificados en el cromosoma de S. coelicolor, y el principal responsable de la 1863 

reducción de nitrato a nitrito en esta bacteria (Fischer, Falke et al. 2014). De 1864 

acuerdo con estas evidencias, el posible aumento en la concentración del complejo 1865 

Nar2 coincide con la acumulación de nitrito observada en la mutante ∆sco2127; 1866 

sin embargo, en S. coelicolor el nitrito afecta negativamente el desarrollo 1867 

morfológico y la producción de actinorrodina (Fischer, Falke et al. 2014). Debido 1868 

a que estas afectaciones son similares a las afectaciones ocasionadas por la 1869 

deleción del gen sco2127, cabe la posibilidad de que el fenotipo de la mutante 1870 

∆sco2127 haya sido fuertemente influenciado por el aumento en la concentración 1871 

de nitrito. Esta hipótesis fue confirmada al observar que la doble mutante mostró 1872 

una disminución importante en la concentración de nitrito. Interesantemente, esta 1873 

disminución estuvo acompañada de un aumento en la concentración de 1874 

actinorrodina (Fig. 8) y de un restablecimiento parcial en la diferenciación 1875 

morfológica, con respecto a la mutante sencilla (Fig. 3). Por lo tanto, estas 1876 

observaciones sugieren que el fenotipo de la mutante ∆sco2127 se debe, en gran 1877 

medida, al aumento en la concentración de nitrito, y que el regulador de respuesta 1878 

Sco0204 efectivamente puede controlar la expresión de los genes que codifican 1879 

para el complejo nar2, así como de otros genes, como se describió anteriormente 1880 

(ver arriba). 1881 

 Estos resultados parecen ser apoyados por los resultados obtenidos 1882 

recientemente por Urem y colaboradores. Estos autores también observaron 1883 

cambios en la expresión de diversos genes localizados entre el gen sco0161 y 1884 

sco0268, solo que, a diferencia de los resultados obtenidos en el presente trabajo, 1885 

los cambios observados por Urem y colaboradores se produjeron como resultado 1886 

de la inactivación del gen sco0204. Estos autores también realizaron una 1887 

predicción bioinformática para identificar los posibles sitios de unión del 1888 

regulador de respuesta Sco0204. Urem y colaboradores no solo encontraron, como 1889 

posible sitio de unión del regulador Sco0204, una secuencia consenso similar a la 1890 

identificada en este estudio, también confirmaron que dicho regulador se une a la 1891 

región regulatoria de su propio gen, y a la región regulatoria de otros genes 1892 

localizados en la misma región del cromosoma, entre los que se encuentran los 1893 
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genes sco0207 y sco0208 (Urem, van Rossum et al. 2016). Finalmente, estos 1894 

autores compararon los perfiles de transcripción de la mutante ∆sco0204 y la cepa 1895 

silvestre M145 de S. coelicolor, y observaron cambios en la expresión de 1896 

aproximadamente 200 genes. Nuevamente, algunos de estos genes están 1897 

localizados entre los genes sco0161 y sco0220; por lo tanto, los resultados 1898 

obtenidos por estos investigadores, así como los resultados obtenidos en el 1899 

presente trabajo, sugieren fuertemente que al menos la expresión de los genes 1900 

localizados en dicha región del cromosoma, está regulada directamente por la 1901 

proteína Sco0204. 1902 

 Retomando la discusión sobre el aumento en la expresión del complejo 1903 

Nar2, y la influencia de este complejo sobre la formación de nitrito, es preciso 1904 

señalar que en la mutante ∆sco2127 también se observo un aumento en la 1905 

expresión del gen sco5178, y en la abundancia de la proteína codificada por este 1906 

gen. Esta proteína es similar (62% de similitud) a la molibdopterina (MPT) sintasa 1907 

sulfurilasa de E. coli (MoeB) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) (Boratyn, Schaffer et 1908 

al. 2012). En E. coli, tanto la MPT sintasa sulfurilasa, como la MPT sintasa, se 1909 

encargan de la biosíntesis de MPT, específicamente, de la formación del grupo 1910 

ditioleno de la MPT. Este grupo es capaz de unir molibdeno, y el molibdeno, a su 1911 

vez, es indispensable para la actividad nitrato reductasa, y, por lo tanto, para la 1912 

formación de nitrito. Durante la biosíntesis de MPT, la MPT sintasa sulfurilasa se 1913 

encarga de transferir dos grupos azufre, de un donador de azufre de bajo peso 1914 

molecular, a la MPT sintasa, y la MPT sintasa, por su parte, se encarga de 1915 

transferir dichos grupos a la piranopterina-monofosfato cíclica (cPMP), precursor 1916 

de la MPT (Pitterle, Johnson et al. 1993). En S. coelicolor aún no sabe cual es el 1917 

gen que codifica para la MPT sintasa; sin embargo, la búsqueda de la palabra 1918 

molybdopterin en StrepDB reveló 21 genes relacionados con dicha palabra. De 1919 

acuerdo con la anotación funcional de las proteínas codificadas por dichos genes, 1920 

solamente 3 proteínas están relacionadas con la biosíntesis ya sea de 1921 

molibdopterina (Sco3181 y Sco3828) o del cofactor de molibdeno (Sco3179), y 1922 

de estas, solamente la proteína Sco3179 varió su expresión entre la mutante 1923 

∆sco2127 y la cepa silvestre. El análisis de la secuencia de la proteína Sco3179, 1924 

reveló que esta proteína pertenece a la familia de proteínas MogA-MoaB, la cual 1925 

está relacionada con la biosíntesis del cofactor de molibdeno 1926 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) (Boratyn, Schaffer et al. 2012). Adicionalmente, y 1927 

aunque no se observaron cambios en la expresión del gen sco3179, la proteína 1928 

codificada por este gen aumentó su expresión casi 14 veces en la fase 1929 

exponencial, con respecto a la silvestre. De hecho, la proteína Sco3179 fue la 1930 

segunda proteína mas inducida en esta fase de crecimiento; por lo tanto, es 1931 

altamente probable que la proteína Sco3179, en conjunto con la proteína 1932 

codificada por el gen sco5178 sean responsables de la biosíntesis de MPT en S. 1933 

coelicolor (Fig. 12). 1934 

 De acuerdo con la base de datos BioCyc, la sulfurilasa Sco5178 también 1935 

puede catalizar la reacción entre el sulfato y el ATP, para la formación de 1936 

adenosisa-5-fosfosultato, un intermediario de la biosíntesis de cisteína. La 1937 

catálisis de esta reacción por parte de la proteína Sco5178, no solo sugiere que el 1938 

sulfato puede ser el donador de azufre de bajo peso molecular necesario para la 1939 

biosíntesis de MPT, sino que la biosíntesis de MPT y cisteína pueden estar 1940 

acopladas en la mutante ∆sco2127 (Fig. 12). Aunque esta última sugerencia 1941 

parece estar apoyada por el aumento en la expresión de diversos genes y proteínas 1942 

relacionados con la biosíntesis de cisteína y con el transporte de sulfonatos, los 1943 

cuales pueden ser convertidos en sulfito, y finalmente en cisteína (Lee, 1944 

Karoonuthaisiri et al. 2005), en este estudio no se observaron cambios en los 1945 

niveles de cisteína entre la cepa silvestre y la mutante ∆sco2127; por lo tanto, es 1946 

posible que la cisteína pueda ser utilizada para otros fines. De acuerdo con 1947 

Scocyc, la cisteína puede ser degradada, inicialmente, por una cisteína 1948 

desoxigenasa para producir 3-sulfoalanina. Posteriormente, y por acción de una 1949 

aminotransferasa, la 3-sulfoalanina pierde su grupo amino, y se convierte en 3- 1950 

sulfopiruvato. Finalmente, el 3-sulfopiruvato se degrada de manera espontánea 1951 

para dar lugar a la formación de sulfito y piruvato, el cual todavía puede ser 1952 

descarboxilado para producir acetil-CoA. Además de sulfito y piruvato, la 1953 

degradación de cisteína puede producir glutamato durante la conversión de 1954 

sulfoalanina a sulfopiruvato. De las enzimas relacionadas con la degradación de 1955 

cisteína o la descarboxilación de piruvato, únicamente la aminotransferasa 1956 

Sco6222 y la acetiltransferasa Sco2181, las cuales están involucradas en la 1957 

formación de glutamato y acetil-CoA, respectivamente, variaron su expresión 1958 

entre la mutante y la cepa silvestre. Estas dos enzimas aumentaron su expresión en 1959 

la mutante ∆sco2127; por lo tanto, es probable que la cisteína producida por la 1960 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/


 72 

mutante haya sido convertida en glutamato y acetil-CoA (Fig. 12). Previamente, 1961 

en este trabajo ya se había planteado que, debido a su participación en la primera 1962 

reacción para la biosíntesis de ectoína, el glutamato podría ser utilizado para la 1963 

formación de este osmolito; sin embargo, estas observaciones, así como la 1964 

participación de la acetil-CoA en la segunda reacción para la producción de 1965 

ectoína (Fig. 10), sugieren fuertemente que tanto el glutamato, como la acetil- 1966 

CoA, y por lo tanto, la cisteína a partir de la cual provienen dichos compuestos, 1967 

pudieron haber sido utilizados para la formación de ectoína (Fig. 12). 1968 

Adicionalmente, esta sugerencia apoya otra de las hipótesis planteadas en este 1969 

trabajo: que la deleción del gen sco2127 provoca algún tipo de estrés en la 1970 

mutante. En este sentido, el aumento en la expresión de la mayoría de los genes 1971 

involucrados en la biosíntesis de cisteína, incluyendo los genes sco5178 y 1972 

sco2910 (cysM), además sugiere que dicho estrés podría ser de tipo oxidativo, ya 1973 

que la expresión de estos genes también aumenta en presencia de diamida, un 1974 

compuesto usado comúnmente para generar este tipo de estrés, debido a su 1975 

capacidad para oxidar los grupos tiol de manera específica (Paget, Kang et al. 1976 

1998). 1977 

 En conjunto, los resultados obtenidos en este estudio ofrecen por primera 1978 

vez un panorama general de los cambios fisiológicos ocasionados por la deleción 1979 

del gen sco2127 en S. coelicolor. A pesar de falta de información relacionada con 1980 

el gen sco2127, y con la mayoría de los genes o proteínas de S. coelicolor, este 1981 

trabajo permitió identificar, tras la deleción del gen sco2127, alteraciones en el 1982 

metabolismo de glutamato, el transporte y diversos procesos de óxido-reducción, 1983 

principalmente. Después de analizar cuidadosamente estos cambios, se concluyó 1984 

que, en su mayoría, dichos cambios estuvieron enfocados en contrarrestar algún 1985 

tipo de estrés y a satisfacer la demanda de energía en la mutante ∆sco2127. 1986 

Además de estas observaciones, y con la finalidad de analizar una mayor cantidad 1987 

de genes y proteínas expresados diferencialmente entre la mutante ∆sco2127 y la 1988 

cepa silvestre, se realizó una predicción bioinformática sobre los genes cuya 1989 

expresión podría haber sido regulada por la proteína Sco0204 en la mutante. Este 1990 

análisis no solo confirmó que la mutante estuvo sujeta a algún tipo de estrés, sino 1991 

que la proteína Sco0204 regula directamente la expresión del complejo nitrato 1992 

reductasa y, por lo tanto, la producción de nitrito en la mutante ∆sco2127. Esta 1993 
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predicción también reveló que la expresión de los genes que codifican para las 1994 

glucosa permeasas depende, de alguna manera, de la presencia del gen sco2127. 1995 

En consistencia con las conclusiones obtenidas por otros autores, en este trabajo 1996 

también se propone que la expresión de los genes que codifican para las glucosas 1997 

permeasas podría estar a cargo de un regulador transcripcional, pero a diferencia 1998 

de las investigaciones previas, en este estudio se tienen, por primera vez, algunos 1999 

candidatos para llevar a cabo dicha regulación. Para saber si alguno de estos 2000 

factores de transcripción realmente puede controlar la expresión de los genes 2001 

glcP1 y glcP2, es necesario hacer predicciones bioinformáticas, como la realizada 2002 

en este estudio, y confirmar dichas predicciones por medio de experimentos de 2003 

unión in vivo y a escala genómica, por ejemplo, mediante ChIP-Seq. Por otro 2004 

lado, y para conocer más sobre la participación de la proteína Sco2127 en la 2005 

fisiología de S. coelicolor, también podrían realizarse ensayos de interacción 2006 

proteína-proteína in vivo. Un aspecto importante para tomar en cuenta antes de 2007 

realizar estos ensayos, y con base en los resultados obtenidos en el presente 2008 

trabajo, es que dichos ensayos no deberían estar limitados a identificar 2009 

interacciones entre la proteína Sco2127 y las proteínas de la fracción soluble, sino 2010 

también entre dicha proteína y las proteínas de la membrana celular. Además, es 2011 

importante subrayar que, de ser posible, estos ensayos deberían realizarse bajo las 2012 

mismas condiciones de crecimiento usadas en el presente estudio para garantizar 2013 

la consistencia entre los resultados, o bien, descartar alguna de las hipótesis 2014 

planteadas en este trabajo. 2015 

  2016 
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Conclusiones 2017 

1. El gen sco2127 es necesario para la diferenciación morfológica y la 2018 

biosíntesis de actinorrodina en S. coelicolor. 2019 

2. El gen sco2127 no es responsable de la regulación catabólica por carbono, 2020 

al menos bajo las condiciones probadas en este estudio. 2021 

3. La deleción del gen sco2127 aparentemente provocó un aumento en la 2022 

demanda de energía. 2023 

4. El 2-oxoglutarato juega un papel fundamental en la mutante ∆sco2127. En 2024 

la fase exponencial inicia una serie de reacciones dedicadas a satisfacer la 2025 

demanda energética de la mutante, y en la fase exponencial, se convierte 2026 

en glutamato para favorecer, junto con la acetil-CoA derivada de la 2027 

degradación de cisteína, la producción de ectoína. 2028 

5. Las alteraciones observadas en la producción de nitrito, en las rutas de 2029 

biosíntesis de molibdopterina y tetrahidrofolatos, y en general, en el 2030 

fenotipo de la mutante ∆sco2127, pudieron deberse, en cierta medida, al 2031 

aumento en la expresión del regulador de respuesta Sco0204. 2032 

6. Las afectaciones observadas en la diferenciación morfológica de la 2033 

mutante ∆sco2127 también pudieron haber sido ocasionadas por la 2034 

incapacidad de la mutante de polimerizar ácido teicóico y mantener lípidos 2035 

de tipo isoprenoide unidos a la membrana. 2036 

  2037 
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Información Suplementaria 2323 

Tabla S1 Clasificación de las proteínas expresadas diferencialmente entre la mutante ∆sco2127 y la cepa M145, en función de los procesos biológicos en los cuales participan 2324 

GO biological process complete SCO 

(REF) a 

# b expected c over/under Fold 

Enrichment 

raw 

P-value 

FDR d 

glutamate metabolic process (GO:0006536) 16 5 .57 + 8.72 6.17E-04 3.40E-02 

carboxylic acid metabolic process (GO:0019752) 354 27 12.68 + 2.13 4.26E-04 2.42E-02 

oxoacid metabolic process (GO:0043436) 369 29 13.22 + 2.19 1.83E-04 1.32E-02 

organic acid metabolic process (GO:0006082) 373 29 13.36 + 2.17 1.95E-04 1.36E-02 

small molecule metabolic process 

(GO:0044281) 

637 53 22.82 + 2.32 2.18E-08 4.10E-05 

dicarboxylic acid metabolic process (GO:0043648) 61 9 2.19 + 4.12 6.38E-04 3.42E-02 

peptide transport (GO:0015833) 52 9 1.86 + 4.83 2.23E-04 1.50E-02 

amide transport (GO:0042886) 53 9 1.90 + 4.74 2.53E-04 1.53E-02 

oxidation-reduction process (GO:0055114) 727 57 26.05 + 2.19 4.48E-08 4.21E-05 

Unclassified (UNCLASSIFIED) 4143 115 148.44 - .77 1.17E-04 1.57E-02 

regulation of transcription, DNA-templated (GO:0006355) 769 10 27.55 - .36 1.77E-04 1.44E-02 

regulation of cellular macromolecule biosynthetic process (GO:2000112) 777 10 27.84 - .36 1.27E-04 1.19E-02 

regulation of cellular biosynthetic process (GO:0031326) 783 10 28.05 - .36 9.22E-05 1.73E-02 

regulation of biosynthetic process (GO:0009889) 783 10 28.05 - .36 9.22E-05 1.92E-02 

regulation of metabolic process (GO:0019222) 791 11 28.34 - .39 2.27E-04 1.47E-02 

regulation of biological process 

(GO:0050789) 

949 16 34.00 - .47 6.76E-04 3.34E-02 

regulation of cellular metabolic process (GO:0031323) 790 11 28.31 - .39 2.27E-04 1.42E-02 

regulation of cellular process (GO:0050794) 948 16 33.97 - .47 6.73E-04 3.41E-02 

regulation of macromolecule biosynthetic process (GO:0010556) 783 10 28.05 - .36 9.22E-05 2.16E-02 

regulation of macromolecule metabolic process 

(GO:0060255) 

789 10 28.27 - .35 9.22E-05 1.44E-02 

regulation of gene expression (GO:0010468) 777 10 27.84 - .36 1.27E-04 1.13E-02 

regulation of nucleic acid-templated transcription (GO:1903506) 775 10 27.77 - .36 1.26E-04 1.39E-02 



 II 

GO biological process complete SCO 

(REF) a 

# b expected c over/under Fold 

Enrichment 

raw 

P-value 

FDR d 

regulation of RNA biosynthetic process (GO:2001141) 775 10 27.77 - .36 1.26E-04 1.25E-02 

regulation of RNA metabolic process (GO:0051252) 775 10 27.77 - .36 1.26E-04 1.32E-02 

regulation of nucleobase-containing compound 

metabolic process (GO:0019219) 

778 10 27.88 - .36 1.27E-04 1.09E-02 

regulation of primary metabolic process 

(GO:0080090) 

789 10 28.27 - .35 9.22E-05 1.33E-02 

regulation of nitrogen compound 

metabolic process (GO:0051171) 

789 10 28.27 - .35 9.22E-05 1.57E-02 

transcription, DNA-templated (GO:0006351) 641 7 22.97 - .30 1.80E-04 1.35E-02 

cellular macromolecule biosynthetic process (GO:0034645) 852 9 30.53 - .29 4.58E-06 2.15E-03 

macromolecule biosynthetic process (GO:0009059) 865 11 30.99 - .35 3.44E-05 9.23E-03 

macromolecule metabolic process (GO:0043170) 1467 25 52.56 - .48 1.01E-05 3.80E-03 

cellular macromolecule metabolic process (GO:0044260) 1218 15 43.64 - .34 2.86E-07 1.79E-04 

nucleic acid-templated transcription (GO:0097659) 641 7 22.97 - .30 1.80E-04 1.41E-02 

RNA biosynthetic process (GO:0032774) 647 7 23.18 - .30 1.25E-04 1.47E-02 

RNA metabolic process (GO:0016070) 768 11 27.52 - .40 4.17E-04 2.44E-02 

nucleic acid metabolic process (GO:0090304) 918 12 32.89 - .36 3.44E-05 1.08E-02 

gene expression (GO:0010467) 826 13 29.60 - .44 6.55E-04 3.42E-02 
a Lista de referencia de las proteínas codificadas por S. coelicolor A3(2). Esta cepa incluye los plásmidos SCP1 y SCP2. 2325 

b Proteínas expresadas diferencialmente que pertenecen al proceso indicado. 2326 

c Fracción de proteínas que se esperaría que estuvieran relacionadas con el proceso indicado, con base en total de proteínas codificadas por S. coelicolor (ver a). 2327 

d En la tabla solo se muestran los resultados con FDR < 0.05. 2328 
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Tabla S2 Perfil de expresión de las proteínas cuya expresión pudo haber sido controlada por el regulador de respuesta Sco0204 en la mutante ∆sco2127 2330 

Proteína Expresión 

relativa 

UT1 Sitio2 Cadena3 Posición4 Sig5 Rank6 

Exp Est Inicio Fin 

SCO0167 0 -2.09 SCO0167 GGGCCGGTCGGCCCACC R -156 -140 5.132 1 

GGGCCGACCGGCCCAGC D -153 -137 5.132 2 

GGGCCGAAGGTCCCTCG D -112 -96 4.448 3 

AGGCCGGTCGGCCCTTC R -392 -376 4.125 4 

AGGCCGGGGGGCCCATG R -201 -185 4.053 5 

SCO0179 4.26 6.53 SCO0179 GGGCCGACCGGCCCAAG D -150 -134 4.891 1 

GGGCCGGTCGGCCCCCC R -153 -137 4.708 2 

SCO0200 0 1.99 SCO0200, SCO0199, SCO0198 GGGACGGTCGGCCCCGT D -98 -82 4.708 1 

GGGCCGACCGTCCCTGC R -101 -85 4.659 2 

SCO0204 3.36 2.5 SCO0204 GGGCCGACCGGCCCTGG D -79 -63 5.912 1 

GGGCCGGTCGGCCCCGT R -82 -66 5.625 2 

SCO0216 

SCO0217 

4.16 

0 

2.83 

2.81 

SCO0216, SCO0217, SCO0218, SCO0219 GGGCCGAAGGTCCCTGC R -55 -39 4.361 1 

SCO0975 0 -2 SCO0975 TGTCCGTGGTGCCCTGT R -41 -25 4.489 1 

GCGACGTGCGTCCCGGC D -116 -100 3.979 2 

SCO1074 0 1.35 SCO1074 GGGCCGATCCTCCCACA R -68 -52 4.125 1 

SCO1796 2.47 -1.56 SCO1796 AGGCCGTTCGGCCCACT R -163 -147 5.912 1 

SCO2614 0 -1.76 SCO2614, SCO2613 GGGCCGGGCGACCCACC R -335 -319 4.091 1 

SCO2903 0 -1.97 SCO2903 GGGCCGCCCGGCCCTGT D -39 -23 5.336 1 

GGGCCGGGCGGCCCGTG R -42 -26 4.448 2 

SCO5112 0 1.86 SCO5112 GGGCCGTGCTGCCCCTC D -116 -100 4.053 1 

SCO5113 1.48 0 SCO5113 GCGCCGCTCAGCCCGGC D -71 -55 4.125 1 

SCO5262 0 -1.3 SCO5262 GCGCCGGCCGGCGCTGG D -222 -206 4.202 1 

SCO5971 -1.47 0 SCO5971 GGGCCGCGGGGCCCCGG R -76 -60 4.361 1 
1 Unidades transcripcionales a las que pertenecen las proteína expresadas diferencialmente. Los genes que codifican para dichas proteínas se indican en negritas. 2331 

2 Posible(s) sitio(s) de unión del regulador de respuesta Sco0204 en la región regulatoria de la UT indicada. 2332 



 IV 

3 Cadena de DNA donde se localizan los posibles sitios de unión. Cadena positiva (D); cadena negativa (R). 2333 

4 Posición de la secuencia identificada con respecto al codón de inicio del primer gen de la UT indicada. 2334 

5 Grado de similitud del sitio indicado, con la secuencia consenso generada a partir del alineamiento de las regiones regulatorias de los ortólogos del gen sco0204 de S. coelicolor en 2335 
otras actinobacterias (ver Materiales y Métodos). Dicha similitud está definida como sig = -log (P value). 2336 

6 Orden de las secuencias encontradas en cada región, de acuerdo a su grado de similitud con la secuencia consenso. 2337 
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