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"La ignorancia afirma o niega rotundamente; la ciencia duda”
Voltaire (1694-1778)

“La ignorancia engendra mas confianza de la que con frecuencia engendra el
conocimiento: son aquellos que saben poco, y no aquellos que saben mucho, los
que afirman positivamente que tal o cual problema jamas podra ser resuelto por las
ciencias”

Charles Darwin (1809 —1882)

“La ciencia es la progresiva aproximacion del hombre al mundo real”
Max Planck (1858-1947)

"

"Nada en la Biologia tiene sentido excepto a la luz de la evolucion
Theodosius Dobzhansky (1900-1975)

“El aspecto mas triste de la vida en este momento es que, la ciencia reune el
conocimiento mas rapidamente de lo que la sociedad reune sabiduria”
Isaac Asimov (1920 -1992)

“La ciencia es una forma de pensar, mucho mas que un cuerpo de conocimientos”
Carl Sagan (1934-1996)






Abreviaturas

RCC Represion Catabdlica por Carbono

RCG Represion Catabdlica por Glucosa
RC Represion Catabdlica

CGM Cepa Genéticamente Modificada

Sistema de Fosfotransferasas de azucares
dependiente de fosfoenol piruvato. (por sus siglas

PTS:PEP en inglés: Phosphotransferase Sugar System:
Phosphoenolpyruvate dependent PEP).
HPr Proteina que contiene histidina transportadora de
fosfato.
Dominios funcionales de permeasas especificas
ElIA, EIIB, EIIC y EIID del sistema PTS, estan compuestas por 4

Proteinas o dominios proteinicos, de los cuales
por lo menos uno de ellos se halla unido a
membrana. Para indicar especificidad de sustrato,
una abreviatura de tres letras del sustrato
transportado, o de la funcion reguladora asociada,
se agrega como superindice al componente E
correspondiente; por ejemplo, EIIA®* corresponde
al dominio EIIA especifico de la glucosa y EIIAN" al
EllA del regulador de nitrogeno PTS.

HPrK /P HPr quinasa / fosforilasa
El simbolo “~” indica un enlace de fosforilo de alta
“ar energia, para diferenciarlo, por ejemplo, de las

proteinas fosforiladas en el residuo Serina, que se
escriben como P-Ser

ATP El trifosfato de adenosina (adenosin trifosfato, del
inglés adenosine triphosphate)

Adenilato ciclasa (EC 4.6.1.1), también conocida

AC como ciclasa de adenilato o Adenil ciclasa.
Adenosin monofosfato ciclico (cCAMP, AMP ciclico
AMPc o adenosin monofosfato-3',5' ciclico) Es un

derivado del adenosin trifosfato (ATP), y se
produce mediante la accion de la enzima adenilato
ciclasa a partir del adenosin trifosfato

Del inglés CiclicAMP Receptor Protein; proteina

CRP receptora de AMPc, también conocido bajo el

nombre de proteina activadora de catabolitos CAP
(Catabolite Activator Protein)

Regulador transcripcional proteina-A de control de

CcpA catabolitos (del inglés Control catabolite pretein A)
Del inglés Catabolite Responsive Element. Sitios
Cre (ADN) de operador especificos, llamados

elementos sensibles (0 de repuesta) a catabolitos.




Crh

Del inglés Catabolite repression HPr. Proteina
similar a HPr capaz de inducir la union de CcpA a
sitios Cre.

PRD

Algunos reguladores de la transcripcion
controlados por PTS poseen un dominio (o dos)
especifico, llamado dominio de regulacion por
PTS (En inglés PRD: PTS Regulation Domain),

MtIR

Del inglés Mannitol regulator. Es un Tipo de
regulador PRD que exhibe una prioridad para
familias especificas de PTS; fructosa/manitol.

LicR

Del inglés Lic Operon Regulator es un tipo de
regulador PRD que exhibe una prioridad para
familias especificas de PTS; lactosa/celobiosa y
galacticol.

RAT

Del inglés Ribonucleic AntiTerminator sequence.
Secuencia antiterminador ribonucleico.

ROK

Del Inglés Represor Open Reading Frame Kinases.
Familia de proteinas cinasas represoras de marco
de lectura.

Glk

Glucosa cinasa de Strepromyces coelicolor
(miembro de la Familia ROK)

glkA

Gen de la Glk

sco2127

Nombre dado a la secuencia de nucledétidos
ubicado en 2,286,991 <- 2,287,566 en el genoma
de Streptomyces coelicolor. Sinénimo
SC6E10.21c.

SC02127

Proteina hipotética del gen sco2127

GlcP

Permeasa simportadora de glucosa y protones
(H+) en Streptomyces coelicolor; de la
Superfamilia de Facilitadores Principales, en
inglés: Glucose Permease Mayor Facilitator
Superfamily

dog

Molécula 2-desoxiglucosa, un analogo de la
glucosa no asimilable, pero capaz de activar el
sistema de regulacién por carbono en
Streptomyces coelicolor.

dogR

Nombre del genotipo de cepa capaz de crecer en
presencia de la molécula 2-desoxiglucosa.

Mutantes Streptomyces DogR

Fenotipo de cepas de Streptomyces capaces de
crecer en presencia de dog.







Indice general

1. INTRODUGCCION......ceuuueeeemseesseeessseessssesesssssesssseessssessssssesssssessssssssssssesssssessssssesssssasssssessssneses 1
2. ANTECEDENTES TEORICOS Y EXPERIMENTALES .......oooeeteeeteeeeeeeeeeeesteeesessee e sessseneeas 3
2.1 Biologia general del Phylum Actinobacteria.........ccoooroeiirceeeeeeceeeer e 3
2.2 Modelo de estudio: Streptomyces COEIICOION ... eeece e nens 5
2.3 Represidn catabolica por CarbONO0.........ccceieececerie e e 7
2.3.1 RCC dirigida por PTS:PEP en proCariontes........ccccceeererceesiererseecerseesesesseessessessseseennens 9
2.3.2 Mecanismo de RCC en ESCHErICHIA COli.........ocuuieeuiiireieieireeeeereeee et 12
2.3.3 Mecanismo de RCC en BaCillus SUDLIlIS ...........ccouoeeiereiieieireseeeeresesese e 15
2.4 Laregulacion del PTS trasciende [a RCC ...ttt 19
2.4.1 Factores transcripcionales que contienen PRD ... v ceeeeens 20
2.4.2 Mecanismo de regulacion de los antiterminadores que contienen PRD...................... 22

2.4.3 Mecanismo de regulacion de los activadores transcripcionales de tipo MtIR / LicR ..23

2.4.4 Regulacion de los activadores transcripcionales de tipo LevR........ccoceveeiiceececeeneee 24
2.5 PTS €N SIrEDIOMYCES. ....eeceeeeeeeeeeeeecteseee ettt rtes et e st e te st ssesre st e s e e st e sne s e e tesaeenaesnesnnenns 25
D Sl SO O =Y Y 1= o (0] 1)o7 TS 26
2.6.1 El papel de Glk en la RCC de StreptomyCeS. .......eceeeciesieieeceseeseeseese e sses e 28
3. JUSTHIFICACION....ceeeee e et b e ea e b e e n s 32
A HIPOTESIS ...ooueueueeeesseeessseeessseesssseeesssseessssessssseeessssesssssaeessssesssssesssssseessssesssssesssssesssssesssssessssnas 33
5. OBUETIVO GENERAL ...ttt se st na e 34
5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS......oeeeceeeeeeseeeeeeeeteeeseseses s essseessssssss s sesssesssssssss s sessssnssnsanes 34
6. ESTRATEGIA GENERAL ...ttt ettt et 35
7. MATERIALES Y METODOS.......oteeeeeeeteeeeeesseteseessestesesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassens 37
8. RESULTADOS Y DISCUSION ......eeceeeteeeeeeeeteeeestestesesssssssessssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssens 45
8.1 Amplificacion del gen SCO2727 POr PCR. ...t 45

8.2 Clonacién del gen sco2127 en el vector pGEM®-T-EaSy.......cccocrvererereneneneeereeerene 46



8.3 CoNnStruCCiON A PSET 2127 ...ttt st n e e s e s nn 47

8.4 Amplificacion incompleta del gen de higromicina..........cccceccevervecierccecesescee e 48
8.5 La CGM Asco2127cicatriz en efecto carecen del gen deletado. .......cccoeveevvecrcevccnennee. 49
8.6 Obtencidn de variantes cortas de sco2727 por PCR.........oo e 50
8.7 S. coelicolor Asco2127 .apra presenta sobreproducciéon de actinorrodina. ................. 51

8.8 S. coelicolor AscoZ2127cicatriz presenta una disminucion en la produccion de

= Tod (] e T g foTo [ o= TR S PO ORTRUPRR 52
8.9 La delecion de sco2127 parece afectar el crecimiento de S. coelicolor. ........................ 53

8.9.1Streptomyces coelicolor Asco2127 transformada con el pSET2127 presenta reversion

de fenotipo en medio comMPIEjo SONAO. ......ccicircericire e 54

8.9.2 La proteina SC0O2127 presenta caracteristicas similares a una proteina/sensor

Lo 1] o] F=T= 0 T 11 o T 58
O. CONCLUSIONES: ......cootiteueueieieieieeeesesesese st sesese s ettt e bbb bbb b benenas 62
10. PERSPECTIVAS ...ttt bbbttt 63
REFEIEINCIAS ...t e e e e en e n s 64

ANEXO A. Ubicacién en el genoma de Streptomyces coelicolor y de sco2127, secuencias

(A [ AT TSTR= Lo |2 Tt =T ) (= S 74
ANEXO B. MODELO de RCG propuesto €n S. COEIICOION. ........ucreeeereeeseecireieseeceenieneeneans 84

ANEXO C. Medios de CultivVO Y SOIUCIONES........ccoccrererieereriesieseeee et nnens 85



indice de figuras.

Figura 1. Diversidad y distribucion del phylum actinobacteria ........................ Pagina 3
Figura 2. Ciclo de vida S. coelicolor y ubicacion taxonémica ..............c.......... Pagina 5
Figura 3. PTS en Escherichia COli. ...............ccuuiiuiiiiiiiiiei e Pagina 9
Figura 4. PTS en Bacillus SUBLIliS — ...........cccvieieei it Pagina 11
Figura 5. RCG controlada por PEP-PTS de E.COli .........c.coiviiiiiiiiiiiiiien, Pagina 13
Figura 6. RCG controlada por PEP-PTS de E.coli para maltosa .................... Pagina 14
Figura 7. RCC / PEP-PTS / P-Ser-HPr / CcpA / cre ternario en B. subtilis ....... Pagina 16
Figura 8. Funciones celulares en las que participa el PTS. .................conlll. Pagina 19
Figura 9. Dominios: activadores/antiterminadores transcripcionales PRD ........ Pagina 21
Figura 10. Regulacion del antiterminador transcripcional LicT ........................ Pagina 22
Figura 11. Regulacion del activador transcripcional MtIR de B. subtilis ............ Pagina 23
Figura 12. Regulacion del activador transcripcional LevR de B. subtilis ............ Pagina 24
Figura 13. Sistemas de transporte de carbohidratos en S. coelicolor ............... Pagina 27
Figura 14. Plasmidos y cepas para este estudio. ..........ccceeveieiiiiiiiiinnnne. Pagina 36
Figura 15. Esquema de temperaturas amplificacion por PCR ..................... Pagina 40
Figura 16. Electroforesis PCR de SCO2127 ......c.cceieiiiiiiii i Pagina 45
Figura 17. Electroforesis digestion de pGEM2127. ......c.oovvviiiiiiiiiiiiiiie Pagina 46
Figura 18. Construccion del plasmido pSET2127. ... oiiiieieeei e, Pagina 47
Figura 19. identificacion del gen de higromicina ..........ccooiiiiiiiiiiininiene. Pagina 48
Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa PCR de productos cicatriz. ........... Pagina 49
Figura 21. Mapa verificacion de ausencia SCO2127  ........coiiiiiiiiiiiiiinienns Pagina 49

Figura 22. Electroforesis Productos PCR de las versiones cortas de sco2127... Pagina 50

Figura 23. Sobreproduccion de actinorrodina en la CGM Asco2127::apra ......... Pagina 51
Figura 24. Produccion de actinorrodina M145 vs Asco2127 ...........cccccene.... Pagina 52
Figura 25. Crecimiento M145 y Asco2127 en medio R5 con arabinosa .......... Pagina 53
Figura 26. Diferencias en la esporulacion de M145y Asco2127 .................... Pagina 54

Figura 27. Redes reguladoras de la produccién de antibiéticos en S. coelicolor... Pagina 56

Figura 28. Dominios y estructuras secundarias de la proteina SCO2127 ......... Péagina 58



Indice de tablas.

Tabla 1. Efecto de los genes sco2127 y glkA S. peucetius var. caesius ... Pagina 31
Tabla 2. Cepas empleadas en el desarrollo del presente trabajo ......... Pagina 37
Tabla 3. Plasmidos empleados para el desarrollo de este trabajo ........... Pagina 37

Tabla 4. Mezcla de reaccioén para ligacion con pGEM-T Easy ............... Pagina 42



RESUMEN

En Streptomyces coelicolor se ha propuesto que el producto del gen sco2127 (del
cual se desconoce su funcidn) es necesario para ejercer el fenomeno de represion
catabdlica por carbono. Sin embargo, aun se desconoce el mecanismo especifico
de este fendmeno. El objetivo general del presente trabajo consistié en determinar
la intervencion del gen sco2127 en la represion catabdlica por carbono observando
la produccién de actinorrodina como indicador de metabolismo secundario en S.
coelicolor. Inicialmente, se analizo la organizacion genética inmediata mas proxima
de sco2127 utilizando las secuencias de nucleotidos reportadas en las bases de
datos para el genoma de S. coelicolor A 3(2). Se encontrd que el gen sco2127 se
encuentra ubicado entre los nucleétidos 2,287,566 y el 2,286,991 del genoma S.
coelicolor. Por otro lado, fue interesante observar que la region entre el gen que
codifica para la enzima glucosa cinasa (g/kA) y el gen sco2127 es muy pequena
(solo 54 pb) lo que parece sugerir que su expresion es simultanea, o cuando menos
coordinada. SCO2127 presentd caracteristicas similares a una proteina/sensor
citoplasmico; los ensayos bioinformaticos asi lo sugirieron. Mediante un analisis de
secuencia de un fragmento DNA obtenido por PCR se demostro que el gen sco2127
se encuentra ausente en la CGM Asco2127. La biosintesis de actinorrodina en la
CGM Asco2127 fue insensible al efecto represor de la glucosa en medio complejo
lo cual apoy6 la hipdtesis de que SC0O2127 tiene un efecto en la produccion de
antibidticos. La esporulaciéon de la CGM Asco2127 se vio acelerada con respecto a
la cepa silvestre ya que, a las 48 y 72 horas de crecimiento, se observo al
microscopio que la esporulacion inicié antes en la CGM. Esto puede sugerir que el
producto del gen sco2127 tiene alguna funcion relacionada con la senalizacion,
activacion o represion de los operones y genes responsables de estos fendmenos.
Se propone que SC0O2127 se transcribe junto a glkA y se asocia con la proteina Glk,
hasta que el cambio conformacional provocado por la catalisis de la enzima provoca
una reconfiguracion liberando y activando a SC02127. El cual podria funcionar
como una sefal intracelular (un inductor), que asociado con otros reguladores y
provoca los fendmenos observados en la produccion de antibidticos como la
actinorrodina y la esporulacién. En apoyo a esta hipotesis, se ha descrito que estos
productos se transcriben de manera simultanea. Ademas, se ha observado que g/kA
sufre modificaciones postraduccionales; y se sabe que GIk realiza su funcién
enzimatica mientras permanece unida a Glcp. Por otro lado, en este trabajo
encontramos que la produccion de actinorrodina y la esporulacion en la CGM
Asco2127 presentan insensibilidad a glucosa, lo que parece respaldar la hipétesis
de que sco2127 codifica una proteina sensor de glucosa intracelular. Si bien existen
un gran numero de proteinas reportadas con gran similitud a SCO2127 en otros
genomas del género Streptomyces; hay poca informacion sobre las mismas. No
obstante, su presencia y ubicacion en el genoma soporta la hipdtesis de su
importancia para este género. Es mucho lo que aun se desconoce de la participacion
de sco2127 en la represion catabolica por carbono en S. coelicolor. Este estudio es
tan solo una aproximacion que brinda elementos que pueden ser puntos de partida
para futuros estudios.






1. INTRODUCCION

Investigaciones como la presente aspiran a generar un mejor entendimiento de la
naturaleza; en correspondencia con el principal objetivo de la ciencia basica
(observando la debida proporcion de diminuto impacto; correspondiente al ambito
de nuestra inmensa area de conocimientos). Por otro lado, las posibles aplicaciones
practicas de nuevos descubrimientos son sin duda una razén mas que justifica
nuestras exploraciones.

La biotecnologia contemporanea se sustenta en el consumo de componentes
organicos provenientes de diversos seres vivos; dichas sustancias son el resultado
de las actividades metabdlicas dentro de las células de arqueobacterias, plantas,
animales, hongos y eubacterias; estos componentes a su vez se utilizan para
comercializar una amplia variedad de productos, mismos que son aprovechados por
otras industrias como son las de alimentos y farmacéuticas (Parekh S., Vinci V.A,,
Strobel R.J. 2000).

Desde el ultimo cuarto del siglo XX, los productos microbianos han tenido un éxito
preponderante en nuestra sociedad, principalmente los metabolitos secundarios,
por su gran aceptacion y sus diversas aplicaciones (Demain 2014).

Entre los metabolitos secundarios microbianos mas importantes se encuentran los
antibidticos (Demain 2006). Se calcula que aproximadamente el 75% de los
antibidticos descubiertos son producidos por actinobacterias, de estos el 75% se
origina por miembros del género Streptomyces (Demain 2014).

Las actinobacterias del género Streptomyces producen, ademas, agentes
antitumorales, insecticidas y enzimas extracelulares (celulasas, xilanasas,
pectinasas, amilasas, etc.) (Sanchez y Demain 2011). Por lo anterior, se hace
evidente la importancia cientifica y econdmica de este género para diversas
industrias a nivel mundial (Demain 2014).

Se ha reportado que el genoma de algunos de estos microrganismos codifica para
4 6 5 veces mas metabolitos secundarios que los conocidos previamente (Bentley
et al., 2002) (lkeda et al., 2003) (Ohnishi et al., 2008) lo que confirma el potencial de
estas actinobacterias para la caracterizacion y el desarrollo de nuevos productos
naturales.

En la naturaleza, la sintesis de esta amplia gama de compuestos esta sujeta a
distintos e intrincados mecanismos de regulacion para evitar el desperdicio de
materia y energia dentro de las células (Goraya et al. 2017); dicha regulacion es
controlada finalmente por los genes que programan todas sus actividades bioldgicas
(Parekh, et al., 2000).
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Por esta razon, los microorganismos aislados de la naturaleza producen
generalmente bajos niveles de metabolitos secundarios, asi, la sobreproduccion
debe lograrse en un laboratorio, antes de llevarse a una planta piloto para su
escalamiento (Demain 2006). Actualmente la produccion a gran escala de dichos
productos sirve como testimonio del importante papel que representa el
“mejoramiento de cepas” (Demain 2014).

Actualmente ademas de la aplicacion de mutagénesis aleatoria, la biologia molecular
es la principal herramienta en el area de investigacion de las industrias
farmacéuticas, para el mejoramiento de cepas, (Demain, 2006); en consecuencia, se
ha desarrollado un mejor entendimiento de su fisiologia, genética y regulacion de
rutas biosintéticas, entre otros factores (Parekh et al., 2000). En adelante el lector se
encontrara en repetidas ocasiones con el concepto de represion catabdlica por
fuente de carbono (RCC) y la definicion de referencia que se considerara para este
objeto es la de Briickner y Titgemeyer (2002).

“Mecanismo de regulacion donde la presencia de una fuente de carbono facilmente
metabolizable es capaz de inhibir la expresion y/o actividad de ciertos genes y
operones, que estan relacionados con la utilizacion de fuentes de carbono
alternativas y la produccion de metabolitos secundarios”

Dada la relevancia del género Streptomyces, desde hace varias décadas se ha
estudiado el mecanismo de RCC con la finalidad de optimizar la produccién de
metabolitos secundarios. A pesar de los avances que se han realizado por mas de
dos décadas hacia la compresiéon del fendmeno de represion catabdlica por carbono
en Streptomyces, es poco lo que se sabe del mismo. Existen fuertes evidencias de
la existencia de este fendmeno y su relacién con la diferenciacion morfoldgica,
produccion de metabolitos secundarios y otros aspectos del ciclo de vida en dicho
género.

Por los estudios de complementacion de mutantes de S. peucetius var. caesius
resistentes al efecto de la 2-desoxiglucosa, se cree que el producto del gen sco2127
es capaz de restaurar la sensibilidad a RCC reflejada en la produccion de
metabolitos secundarios; la actividad de la enzima Glk y el transporte de glucosa.

En el microorganismo modelo Streptomyces coelicolor (una de las actinobacterias
mejor caracterizadas genéticamente), se ha propuesto que el gen sco2127 es
necesario para ejercer el fenomeno de RCC, sin embargo, aun se desconoce su
funcion y su intervencion especifica en este proceso.

Considerando lo anterior, el objeto de este proyecto fue realizar una investigacion
sobre la funcidon del gen sco2127 en el contexto del fendmeno de represion
catabdlica por carbono (RCC) y su relacion con el metabolismo secundario en S.
coelicolor.
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2. ANTECEDENTES TEORICOS Y EXPERIMENTALES

2.1 Biologia general del phylum Actinobacteria.

El Género Streptomyces se clasifica dentro del phylum actinobacteria. Este
grupo se encuentra entre los linajes mas grandes como unidad taxonémica del
dominio Bacteria (Lawson, 2018). Los genomas del grupo hasta ahora secuenciados
y reportados muestran gran heterogeneidad dentro del phylum; en concordancia
con su gran diversidad (Lawson, 2018). La mayor parte de los integrantes de este
taxdn son organismos de vida libre en ecosistemas terrestres y acuaticos (Barka et
al., 2016) (Figura 1).
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Figura 1. Diversidad y distribucion del phylum actinobacteria (Modificado de Barka et al., 2016)

Entre las caracteristicas mas generales se puede mencionar que; son bacterias
filamentosas; Grampositivas; con alto contenido GC en su genoma (entre 60-70% en
promedio) (Barka et al., 2016). Los microorganismos de este grupo tienen una gran
importancia ambiental, pues contribuyen a la degradacién de compuestos
insolubles, muy abundantes en el medio ambiente, como son la celulosa y la quitina,
contribuyendo asi con diversos ciclos biogeoquimicos (como el ciclo de carbono)
(Lawson, 2018).
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El phylum actinobacteria tiene gran importancia médica y econdmica, pues
producen 2 terceras partes de todos los antibiéticos, que se usan actualmente en
tratamientos clinicos (Barka et al., 2016).

Se encuentran principalmente en suelos alcalinos, con gran abundancia de materia
organica, donde constituyen una importante proporcién de las comunidades
microbianas (Lawson 2018). La densidad de poblacion en las actinobacterias
depende de su habitat y las condiciones climaticas, estan tipicamente presentes en
una densidad de 10° -10° células por gramo de suelo y se pueden encontrar hasta 2
metros de profundidad (Barka et al., 2016). Otros factores como el pH, la
temperatura y humedad cuentan para el desarrollo de estas comunidades
bacterianas. De las muestras aisladas del suelo el 95% pertenecen al orden de los
actinomicetales (Barka et al., 2016).

En décadas pasadas se les consideraba formas transitorias entre hongo y bacteria
por lo que se les llamd actinomicetos (nombre que deriva del griego aktis: radio o
rayo y micete o miceto: hongo; hongos radiados); ya que se desarrollan por la
combinacion de crecimiento radial apical y ramificaciones de hifas (Barka et al.,
2016). Se sabe ahora que poseen una pared celular que contiene peptidoglicano y
que tienen todas las caracteristicas procariontes por lo que se les denomina
actinobacterias (Barka et al., 2016).

Las actinobacterias muestran una gran variedad de morfologias entre sus
respectivos ciclos de vida; difieren principalmente con respecto a la presencia o
ausencia de un micelio vegetativo o aéreo, el color del micelio, la produccion de
pigmentos, asi como la estructura y apariencia de sus esporas (Goodfellow et al.,
2012).

En lugar de bacterias de vida libre, muchos actinobacterias han evolucionado para
vivir en simbiosis con otras plantas, hongos, insectos y esponjas. Como tema comun,
estos organismos se benefician de los productos naturales y las enzimas producidas
por los actinobacterias, por ejemplo, para la proteccion contra microbios patogenos,
para la promocion del crecimiento o para la degradacion de polimeros naturales
complejos como la lignocelulosa (Barka et al., 2016).

Al mismo tiempo, los actinobacterias se benefician de los recursos de los anfitriones
con los que interactuan. Se esta acumulando evidencia de que estas interacciones
controlan la expresién de grupos de genes biosintéticos y han desempenado un
papel importante en la evolucion de la alta diversidad quimica de los metabolitos
secundarios producidos por actinobacterias (Barka et al., 2016).

Muchos de los grupos de genes biosintéticos para antibidticos se expresan

pobremente en condiciones de laboratorio, pero probablemente se expresan en
respuesta a las demandas especificas del huésped (Barka et al., 2016).

Pagina | 4



2.2 Modelo de estudio: Strepfomyces coelicolor

El modelo biolégico Streptomyces coelicolor, tiene un ciclo de vida caracteristico y
representativo del taxon actinobacteria. Su diferenciacion morfolégica es peculiar
entre los procariontes (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida (Modificado de Barka et al., 2016 ) y ubicacién taxonémica de la
actinobacteria Streptomyces coelicolor

El Ciclo de vida de Streptomyces coelicolor comienza cuando una actinoespora
germina para formar hifas que crecen por extension apical, ramificandose hasta
formar un micelio vegetativo, el cual se nutre de compuestos insolubles presentes
en el suelo, produciendo una variedad de enzimas extracelulares (Chater, 2016).

Una vez que los nutrientes comienzan a agotarse, la diferenciacion de las hifas
aéreas comienza, creciendo a partir de la lisis del micelio vegetativo (Jakimowicz y
van Wezel 2012). Posteriormente las hifas aéreas comienzan a enroscarse y
septarse para formar actinoesporas para comenzar un nuevo ciclo (Jakimowicz y
van Wezel 2012). La formacion de antibiéticos coincide con la formacion del micelio
aéreo (Goodfellow et al., 2012).
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Cabe resaltar que las actinoesporas son diferentes de las endosporas bacterianas
(las endosporas bacterianas se forman dentro de una célula madre y luego se
liberan) y a los conidios (los verdaderos conidios son esporas eucariotas haploides
diseflados para la propagacion de hongos ascomicetos y basidiomicetos), en el
desarrollo de todas las actinoesporas, toda la célula se convierte en una espora
resistente de paredes gruesas (Margulis y Schwartz 1985).

Streptomyces coelicolor produce cuatro antibiéticos, actinorrodina (llamado
comunmente pigmento azul), undecilprodigiosina (pigmento rojo), metilenomicina
(codificada en el plasmido SCP1) y un metabolito dependiente de calcio (Lal et al.,
2000). De los cuatro, el mas estudiado es la actinorrodina, un compuesto derivado
de 16 unidades de acetato producido por las policétidos sintetasas tipo Il (Lal et al.,
2000).

La actinorrodina es capaz de funcionar como indicador de pH del medio en el cual
crece el microorganismo (no debe ser confundido con la undecilprodigiosina). Se
observa en rojo a pH por debajo de 7.0, encontrandose de forma intracelular, y azul,
por encima de pH 7.0 liberandose al medio de cultivo como y-actinorrodina
(Bystrykh et al., 1996).

La biosintesis de la actinorrodina estd codificada por un cluster de genes
denominados act, los cuales se localizan en una region de 26 kb en el genoma
(Malpartida y Hopwood,1996). La presencia de glucosa en el medio, limitaciones de
amonio, nitratos y fosfatos, asi como de pH en el medio de cultivo pueden afectar la
produccion de dicho pigmento (Coisne et al., 1999).

La produccion de antibidticos sucede durante la transicion de la fase de crecimiento
exponencial hacia la fase estacionaria, incluso se ha reportado que el micelio
vegetativo (en medio solido) corresponde con la formacién de agregados celulares
durante la fase de crecimiento exponencial (en medio liquido), mientras que la
formacién de micelio aéreo y esporulacién (en medio sélido) corresponden con la
fase de crecimiento estacionario (en medio liquido) (Manteca et al. 2008).

La produccidn de actinorrodina esta sujeta al mecanismo de RCC y se sabe que este
mecanismo puede operar a distintos niveles (trascripcion, procesamiento de RNA,
traduccion y modificacion de proteinas), generando respuestas que afectan directa
o indirectamente la actividad de las enzimas sensibles al fendmeno (exclusién de
inductores, represion transcripcional o interrupcion de la traduccion de proteinas)
(Bruckner y Titgemeyer 2002).
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2.3 Represion catabdlica por carbono

Un entorno estable generalmente favorece a los organismos que estan bien
adaptados a ese nicho especifico. Sin embargo, en muchos casos la adaptacion a
determinado entorno conlleva costos para el fitness (aptitud: capacidad de una
poblacién para mantener o aumentar su numero en las generaciones sucesivas,
también llamada fitness darwiniana) en nichos alternativos (Kussell y Leibler 2005).

Aparte de las concesiones de fitness, la adaptacion a través de la mutacion es
relativamente lenta. Por lo tanto, para lidiar con ciertos cambios ambientales
recurrentes, muchos organismos han desarrollado la capacidad de cambiar la
expresion de los genes en respuesta al ambiente, reduciendo la necesidad de
adaptacion genética (Shoval et al., 2012).

Por ejemplo, cuando células de una poblacion del modelo eucarionte (ampliamente
estudiado) Saccharomyces cerevisiae, crecen en una mezcla de diferentes
nutrientes, reprimen el metabolismo de los nutrientes no preferidos, como los
carbohidratos complejos (polimeros generalmente), hasta que los nutrientes
preferidos como la glucosa se agotan. Este proceso tiene un costo porque, el cambio
a nutrientes no preferidos requiere la liberacién de represion de genes especificos,
y durante esta transicion, las células deben dejar de dividirse temporalmente (New
et al., 2014).

En este escenario se podria esperar que, las células de S. cerevisiae activen los
genes necesarios para reanudar el crecimiento en el nuevo entorno lo mas rapido
posible. Sin embargo, New et al. (2014) reportan que, la duracién del retraso de
crecimiento que se produce, cuando las células de levadura se cambian de la fuente
de carbono preferida a la de nutrientes alternativos (como la maltosa, galactosa o
etanol), difiere entre las cepas de levadura salvaje.

Concluyen en su reporte que, la velocidad de la reprogramacion metabolica frente
al cambio ambiental es un rasgo altamente regulado a nivel genético unicelular.
Ademas, las poblaciones de S. cerevisiae pueden implementar estrategias
reguladoras de represion catabolica estricta (la cual parece favorable en ambientes
relativamente estables), mientras que una regulacidn menos estricta, puede
aumentar su fitness en condiciones ambientales variables (donde las células a
menudo necesitan cambiar su metabolismo) (New et al.,2014).

La represion catabdlica por carbono es un mecanismo (que en esencia implica la
expresion diferenciada de ciertos genes en respuesta al ambiente) muy importante
en la administracion metabdlica celular; permite la utilizacién preferencial y
secuencial de fuentes de alta energia de base carbono, disponibles en un medio
cambiante y asi, mantener un metabolismo eficiente (Adnan et al., 2017).
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El mecanismo de RCC se sustenta en la logica de la eficiencia. Cuando un
determinado organismo, se encuentra en un medio ambiente con diversas fuentes
de carbono disponibles, la RCC prioriza el consumo de la maxima cantidad de
glucosa y otros carbohidratos energéticamente mas favorables (para el crecimiento
y diversas funciones celulares), antes de cambiar a fuentes de carbono menos
convenientes (desde un punto de vista energético), tales como los acidos organicos
y alcoholes (Galinier 2018).

La RCC en los hongos filamentosos se ha estudiado mas ampliamente en el
organismo modelo Aspergillus nidulans. Los hongos filamentosos degradan los
polimeros de la pared celular de las plantas (como la celulosa, la hemicelulosa y la
lignina) al secretar enzimas hidroliticas. La produccion de estas enzimas se reduce
0 se suprime, cuando la glucosa esta facilmente disponible en el medio ambiente;
debido a la supresion o represion de la expresion de los genes que codifican dichas
enzimas (Khosravi et al. 2015).

Los componentes de RCC estan integrados para la regulacién del crecimiento,
desarrollo y patogénesis de los hongos, donde la presencia de la glucosa es una
sefal que, transmite informacién sobre el medio ambiente. La ubiquitinacion juega
un papel importante durante la RCC, al alterar la funcién de la proteina durante el
ensamblaje macromolecular (Adnan et al., 2017).

La ubiquitina actua como un marcador, ya sea modificando la funcion de una
proteina o etiquetandola, para su destruccion por un proteosoma especifico. Las
enzimas de des-ubiquitinacion, activan factores de transcripcion especificos al
dirigirse a sus dominios. Las ligasas de ubiquitinacion y las enzimas de des-
biquitinacion, interactuan entre si, y controlan los factores de transcripcion del
mecanismo de RCC en hongos filamentosos (Adnan et al., 2017). La regulacién
génica también implica un segundo nivel de complejidad regido por la epigenética 'y
el acceso a la cromatina (como la acetilacion, la metilacion y la modificacion de
histonas) (Adnan et al., 2017).

En procariontes, por ejemplo, los mecanismos que conducen al estado de represion
pueden ser muy diversos, pero la diferencia posiblemente mas indicativa, sea la
entrada de los carbohidratos en forma fosforilada o desfosforilada, lo que es
especialmente importante en la RCC (Bruckner y Titgemeyer, 2002).

El mecanismo de RCC mejor conocido en procariontes es el de Escherichia coli
(Choe et al., 2017), esta bacteria posee el Sistema de Fosfotransferasas de azucares
dependiente de fosfoenol piruvato PTS: PEP (por sus siglas en inglés de sugar
phosphotransferase system: dependiente de Phosphoenolpyruvate PEP). La
actividad de PTS, tiene un papel crucial en el sistema de sefalizacion global que,
controla el consumo preferencial de glucosa sobre otras fuentes de carbono en E.
coli (Escalante et al. 2012).
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2.3.1 RCC dirigida por PTS:PEP en procariontes

El PTS:PEP esta ampliamente distribuido en el dominio bacteria y en algunas
arqueas, ademas de funcionar como un transportador de carbohidratos, regula
numerosos procesos celulares, ya sea mediante la fosforilacion de sus proteinas
objetivo o mediante la interaccién con estas de una manera dependiente de la

fosforilacion (Galinier, 2018).

El sistema PTS consiste en permeasas especificas, también conocidas como
enzimas Il (Ell); y dos proteinas generales, la enzima | (El) y HPr (proteina que
contiene histidina transportadora de fosfato), las cuales participan en la fosforilacidon
de todos los sustratos transportados a través del sistema PTS o un pequeio grupo
de carbohidratos estrechamente relacionados (Galinier y Deutscher 2017).

Las permeasas especificas estan compuestas por cuatro proteinas o dominios
proteinicos (EIIA, EIIB, EIIC y EIID), de los cuales por lo menos uno de ellos se halla
unido a membrana (Galinier y Deutscher 2017) (Figura 3).
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Figura 3. PTS en Escherichia coli (modificado de Deutscher et al. 2014). Se muestra ademas
represion catabdlica por glucosa (Via PTS EII®®) para 7 carbohidratos diferentes. En E. coli y en
Enterobacteriaceae, el jugador principal en la RCC es EIIAC, Cuando hay disponible un carbohidrato
rapidamente metabolizable, como la glucosa, EIIAGF se mantiene principalmente en la forma no
fosforilada, por lo tanto, la expresion de operones sensibles a RC no se induce, incluso cuando el
inductor correspondiente esta presente en el medio. La RCC se debe pues a la ausencia de
activacioén transcripcional. Para indicar especificidad de sustrato en Ell, una abreviatura de tres letras
del sustrato transportado, o de la funcion reguladora asociada, se agrega como superindice al
dominio Ell correspondiente; por ejemplo, EIIAGIc corresponde al componente ElIA especifico de la
glucosa y ElIANtr al EIIA del regulador de nitrégeno PTS.
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Dado que no todos los carbohidratos son transportados/fosforilados por medio del
PTS, (en los reportes revisados para este trabajo) se hace una distincion entre los
azucares PTS (azucares transportados por medio del PTS) y los azucares no PTS.
Los sustratos que no son PTS, como glicerol, glucuronato (derivado acido de la
glucosa, generado por oxidacion del grupo acido del carbono 6), D-arabinosa, entre
otros, se transportan mediante permeasas de transportadores ABC o facilitadores
de carbohidratos (Saier et al., 2002).

Las proteinas El y HPr generalmente se sintetizan de forma constitutiva, mientras
que la sintesis de los complejos Ell se inducen por la presencia del azucar PTS en
el medio extracelular (Galinier y Deutscher, 2017).

El primer paso en el transporte y la fosforilacién concomitante de carbohidratos PTS,
es la autofosforilacion de El desde el donante fosfato de alta energia (Figura 3), el
PEP (El simbolo “~” indica un enlace de fosforilo de alta energia, para diferenciarlo,
por ejemplo, de las proteinas fosforiladas en el residuo Serina, que se escriben como
P-Ser) (Galinier, 2018).

La El fosforilada (P~El) transfiere su grupo fosfato a HPr (P~HPr) que a su vez
transmite su fosfato a EIIA (P~EIIA), la cual fosforila a la EIIB (P~EIIB)
correspondiente (Figura 3). Todas estas fosfotransferencias de alta energia son
reversibles y se producen a nivel de residuos de histidinas, con la excepcién de las
proteinas EIIB para las cuales, generalmente la fosforilacion se da en un residuo de
cisteina (Galinier, 2018).

En la ultima cesion, P~EIIB transfiere su grupo fosfato a la molécula del carbohidrato
unido y trasladado por EIIC a través de la membrana (Figura 3). En condiciones
fisioldgicas, esta ultima reaccidn es practicamente irreversible, ya que la fosforilacion
del carbohidrato probablemente disminuye la afinidad de EIIC transmembranal por
su sustrato, provocando la liberaciéon de dicho carbohidrato fosforilado en el
citoplasma (Galinier, 2018).

En firmicutes, la proteina HPr se fosforila no solo en la posicion de histidina 15 (His-
15), desde PEP y por El, sino también en la serina en la posicion 46 (Ser-46), desde
ATP y HPr quinasa / fosforilasa (HPrK / P). La fosforilacion de HPr a partir de ATP no
estainvolucrada en la incorporacién y fosforilacién de azucares, pero tiene funciones
reguladoras, particularmente en la represion catabolica desarrollada por y para otros
sustratos (Galinier y Deutscher, 2017) (Se describe mas adelante).

Las enterobacterias como E. coli no tienen HprK/P y la region alrededor de HPr Ser-
46 no se conserva (Galinier 2018). En contraste, otras proteobacterias con un PTS
incompleto generalmente poseen una HprK/P, y el sitio de fosforilacién dependiente
de ATP para HPr se parece mucho al de firmicutes (Deutscher et al., 2014).
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Bacillus subtilis contiene nueve PTS completos, seis PTS que carecen de un
componente EIIA y un PTS que carece de componentes EIIA y EIIB (Deutscher,
Galinier, Martin-Verstraete, 2002). En la figura 4 se representa el PTS para glucosa,
manitol, fructosa y celobiosa de B. subtilis.
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Figura 4. PTS especifico para glucosa, manitol, fructosa y celobiosa en B. subtilis (Modificado de
Galinier y Deutscher, 2017). El primer paso de la cascada de fosforilacion catalizada por el PTS es
la autofosforilacién de la IE con PEP. Posteriormente, El transfiere su grupo fosfato a HPr, que
generalmente fosforila todos los EIIA presentes en un organismo. Los P~EIIA transfieren su grupo
de fosforilo a sus EIIB afines. Cada EIIB fosforila irreversiblemente el hidrato de carbono unido a la
EIIC o EIIC y EIID integrales de membrana correspondiente en el caso del PTS ¢ que transporta
fructosa. Entonces, el carbohidrato fosforilado se libera en el citoplasma. Recordemos que la
organizacion de los dominios Ell con la misma especificidad de sustrato puede ser diferente en otros
organismos.

La regulacion, el transporte y fosforilacion de carbohidratos mediado por PTS, sigue
el mismo mecanismo en las bacterias y arqueas que lo poseen. Por otro lado, las
regulaciones de otros sustratos mediadas por PTS difieren drasticamente entre
microorganismos incluso dentro del mismo phylum (Galinier y Deutscher, 2017).

Recordemos que existen variaciones sustanciales entre taxones, y lo que es cierto
para una especie no es necesariamente cierto para otra (Vastermark y Saier, 2014).
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2.3.2 Mecanismo de RCC en Escherichia coli

En la gestion celular de la represion catabolica de E. coli y Enterobacteriaceae, es
fundamental el estado de fosforilacién del componente EIIA®<, Para la expresion de
los genes catabolicos de fuentes de carbono alternativas no preferenciales (por
ejemplo, la lactosa), es imprescindible que EIIA®° fosforilada active a la enzima
adenilato ciclasa (AC), que dimana cAMP (Galinier, 2018). Asi el nivel de AMPc
intracelular depende entonces de la actividad de la forma fosforilada de EIIA®*®
(EIAS© - P) (Stilke et al., 1998) (Figura 5).

En presencia de azucares PTS, el componente EIIA se encuentra mayoritariamente
desfosforilado a causa de la transferencia del grupo fosfato hasta el carbohidrato
transportado. Por otro lado se ha demostrado que el estado de fosforilacion de EIIA,
no solo depende del transporte a través de PTS, sino de la relacion piruvato:PEP
presente en la célula. Si la cantidad de piruvato es alta con respecto a la de PEP, el
componente EIIA se encontrara mayoritariamente desfosforilado, y viceversa
(Hogema et al., 1998).

Cuando se dispone de un azucar rapidamente metabolizable, como la glucosa, la
proporcion [PEP] / [piruvato] es baja, y la EIIA®° esta presente principalmente en su
forma no fosforilada (Bettenbrock et al., 2007). Por lo tanto, no puede estimular la
enzima adenilato ciclasa (AC) y/o inhibir a la AMPc fosfodiesterasa. En
consecuencia, la concentracion de AMPc intracelular también es baja (Amin y
Peterkofsky, 1995); de tal forma que la expresidn de los operones sensibles a RC no
es inducida (Figura 5).

La razén por la cual la concentracion de AMPc es tan relevante para la expresion de
genes sensibles a la represion catabdlica por glucosa (RCG) se debe al regulador
transcripcional CRP (del inglés CiclicAMP Receptor Protein proteina receptora de
AMPc, también conocido bajo el nombre de proteina activadora de catabolitos CAP
Catabolite Activator Protein), pues este se une al AMPc, lo que provoca su cambio
conformacional, para formar un complejo que se adhiere a ADN, lo que a su vez
aumenta la afinidad de la ARN polimerasa por los promotores especificos de los
genes catabolicos que controlan en conjunto (Lawson et al., 2004) y, por lo tanto,
inducir la expresion de los genes y operones sensibles a RC en presencia de
inductores especificos (Figura 5).

Tradicionalmente, se pensaba que en E.coli el uso de azucares PTS generaria alta
concentracion intracelular de ElIA desfosforilada y, por tanto, bajos niveles de AMPc
y poca expresion de operones catabdlicos alternativos. De tal forma que, el uso de
azucares no preferenciales (no PTS) provocaria una mayoria de EIIA fosforilada
(debido a la ausencia de transporte PTS), altos niveles de AMPc e incremento de la
activacion transcripcional mediada por CRP. Sin embargo, se ha demostrado que el
porcentaje de EIIA desfosforilada es muy similar en presencia de azucares PTS
(manitol, fructosa) y no PTS (lactosa, melobiosa) (Hogema et al., 1998; Galinier, 2018
) y, ademas, que los niveles de AMPc no siempre cumplen una relacion directa con
los niveles de fosforilacion de EIIA ni con el tipo de transporte de los azucares.
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Asi, las células poseen concentraciones menores de AMPc en presencia de glucosa-
6-fosfato que en presencia de glucosa y, en presencia de gluconato, los niveles de
AMPc son casi idénticos a los caracteristicos del crecimiento en glucosa, pero EIIA
permanece mayoritariamente fosforilada (Hogema et al., 1997; Galinier, 2018 ).

Esto se explica porque ElIA se encuentra mayoritariamente desfosforilado no solo
cuando E.coli se cultiva en presencia de azucares PTS como glucosa o manitol sino
también con azucares no PTS facilmente metabolizables hasta piruvato como
lactosa 0 melobiosa, por ejemplo, pues a pesar de acceder a la célula a través de
transportadores alternativos, incrementan la relacion piruvato: PEP (Hogema et al.,
1998; Galinier, 2018 ).

Glucosa

Glucosat P

HPr HPr-His< P
EI-P El
Activacion transcripcional >—<
Piruvato Enolpiruvato- P

Figura 5. Esquema de la RCG controlada por PEP-PTS de E.coli (Tomado de G6mez H., 2014). Se
representa con flechas azules la cascada de fosforilacién durante el transporte glucosa. En presencia
de altos niveles de glucosa, el transporte de otros metabolitos es inhibido (se sefiala a modo de
ejemplo el transportador de lactosa LacY). Para la expresion de genes implicados en el metabolismo
de fuentes de carbono alternativos resulta imprescindible la presencia del inductor de la ruta (en este
ejemplo lactosa) y la activacion por CRP en presencia de AMPc (producido por la enzima adenilato
ciclasa sefalada dentro de un circulo rojo AC).

La represion de algunos operones catabdlicos (por ejemplo, del operdn lac) no esta,
por tanto, principalmente dirigida por los niveles de AMPc, ya que niveles de este
metabolito similarmente bajos a los registrados en presencia de glucosa aun
permiten la activacién mediada por CRP. En su lugar, cobra gran importancia el
mecanismo de “exclusion del inductor” mediado por EIIA desfosforilada. En ese
estado, EIlIA interacciona (entre otros transportadores) con el transportador LacY y
lo inactiva, impidiendo la entrada de lactosa. Puesto que la lactosa funciona como
inductor de su propia ruta de degradacion, la interrupcion de su transporte implica
una represion de los genes lac (Inada et al., 1996; Galinier, 2018) (figura 5).
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Este mecanismo de “exclusion del inductor” es también aplicable al metabolismo de
la maltosa (Figura 6), melobiosa, rafinosa y galactosa (Titgemeyer et al., 1994). Sin
embargo es de gran importancia el complejo AMPc-CRP, ya que se requiere para la
expresion de los genes catabdlicos y, ademas, contribuye a la represién catabdlica
a través de la activacion de la expresion de los genes para los componentes EIIB y
ElIC del transportador de glucosa (potenciando su entrada en la célula) (Kimata et
al., 1997; Galinier, 2018).

Glucosa Maltosa Ext.

ElCe'e

Escherichia coli (.) 1186 Int.
H,S|5 Glucosa-6-P EIIASS | | EIIASE
S A
‘? -""}“‘“‘. El transporte de
! ! maltosa se inactiva
o (enas i
(R
Piruvato < >@@H— ~(p)<—{( T gl
Glucdélisis
. EIIAG'c
Adenilato
ciclasa
desactivada
desactivado Inactiva "
Ausencia de senales de activacion transcripcional La maltosa no es incorporada
VOV WV VOV
VvV V vV V WV
Represion Catabélica Exclusién por inductor

Figura 6. Esquema de la RCG controlada por PEP-PTS de E.coli para maltosa (Modificado de
Galinier, 2018). Se representa con flechas azules la cascada de fosforilacion durante el transporte
glucosa. En presencia de altos niveles de glucosa, el transporte de otros metabolitos es inhibido (se
sefiala a modo de ejemplo el transportador de maltosa). La EIIAG | desfosforilada puede interactuar
con MalK, la proteina de unién a nucle6tidos (NBP) del transportador ABC de maltosa, y asi inhibir
el transporte de este carbohidrato. Como la maltosa ya no esta incorporada dentro de la bacteria, no
habra induccién de genes involucrados en el uso de este azucar. Este es el fendmeno de exclusion
por inductor.

Finalmente, el complejo AMPc-CRP no soélo regula la expresion de genes
codificantes de proteinas, sino también genes que codifican para pequefios ARN
reguladores, como es el caso de CyaR o Spot42 (De Lay et al., 2009; Polayes et al.,
1988). Spot42 esta implicado en la regulacidén de la expresién de genes necesarios
para el metabolismo primario y secundario, el balance redox y el consumo de
diversas fuentes de carbono no preferenciales (Beisel et al., 2011). Por su lado, CyaR
es un pequeino ARN que se une a la proteina Hfg y que regula post-
transcripcionalmente la expresion de una variedad de genes.
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2.3.3 Mecanismo de RCC en Bacillus subtilis

En el modelo procarionte gram-positiva B. subtilis, la glucosa (como en E. coli)
constituye la fuente de carbono preferencial de su PEP:PTS para desarrollar el
fendmeno de RCC. Sin embargo, en esta bacteria y en otros firmicutes, no son el
AMPc ni CRP los protagonistas del mecanismo de RCC.

Los componentes ejecutores del mecanismo de RCC en B. subtfilis son los
intermediarios glucoliticos fructosa-1,6-bifosfato y glucosa-6-fosfato, la proteina HPr
del sistema PTS y el represor transcripcional CcpA.

El componente HPr de PTS desempena el papel central en la RCC de B. subtilis, su
estado de fosforilacion especificamente (Figura 7), debido a que su estado de
fosforilacion es dependiente de ATP y parece estar determinado principalmente por
la concentracién intracelular de fructosa 1,6-bisfosfato (FBP) (Jault et al. 2000).

Cuando esta disponible un carbohidrato PTS rapidamente metabolizable (como la
glucosa), la glucdlisis esta activa y la concentracion de FBP es alta, este metabolito
es capaz de interactuar con HprK/P lo cual estimula fuertemente su actividad
quinasa (Jault et al. 2000) (Figura 7).

Ademas de su fosforilacion en His-15 en presencia de un azucar PTS durante las
fosfotransferencias (descritas anteriormente), la proteina HPr también puede ser
fosforilada en la Ser-46 a partir de ATP por la enzima HPrK/P. Cabe recordar que,
esto puede variar en otras especies, ya que estas dos fosforilaciones no siempre son
compatibles in vivo (Kravanja et al. 2000).

Cuando la concentracion intracelular de FBP es alta, la HPr esta presente
principalmente en su forma fosforilada en el residuo Ser-46, y esta condicion
molecular, le permite interactuar con el regulador transcripcional proteina-A de
control de catabolitos CcpA (del inglés Control catabolite pretein A) (Titgemeyer y
Hillen 2002) (Figura 7).

El complejo proteico P-Ser-HPr / CcpA se puede unir de manera eficiente a sus sitios
(ADN) de operador especificos, llamados elementos sensibles (o de repuesta) a
catabolitos Cre (del inglés Catabolite Responsive Element) (Figura 7).

Un analisis bioinformatico indica que el genoma de B. subtilis tiene
aproximadamente 126 sitios Cre (Miwa et al.,2000). Otro analisis transcriptémico de
un mutante ccpA, cultivada en presencia o ausencia de glucosa, mostré que el 10%
de los genes de B. subtilis (cerca de 300) estaban regulados por CcpA y sometidos
a RCC, de manera directa o indirecta (Moreno et al. 2001).

CcpA funciona principalmente como represor de la transcripcion (Figura 7), aunque
la activacion transcripcional también ha sido documentada (Egeter y Brickner
1996). En algunos organismos, el gen ccpA esta sujeto a autorregulacion (Mahr,
Hillen y Titgemeyer 2000).
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La proteina CcpA es de importancia global para el control transcripcional en la RCC
(Henkin 1996, Galinier A. 2018 ) (Figura 7). La afinidad del complejo P-Ser-HPr /
CcpA por sus dianas de ADN depende de las caracteristicas particulares de la
secuencia Cre como su ubicacion en relacion con el sitio de inicio de la
transcripcion, o la posicion especifica de ciertas bases (Marciniak et al. 2012).

Glucosa

" ,_J_QUT

PEP Glucosa-6-P

Glucolisis

ATP PPi
ADP Pi

_fiﬁf

Piruvato

P-Ser-HPr P-Ser-Crh
 Ccp | CcpA

D@ @ D@ AENE
TGWAANCCNTNWCA TCWAANCCNTNWCA

Represion Catabélica por Carbono (RCC)

Figura 7. Esquema del mecanismo de RCC, controlada por PEP-PTS, mediado por el complejo P-
Ser-HPr / CcpA / cre ternario, en B. subtilis (Modificado de Galinier y Deutscher 2017). La captacion
de una fuente de carbono rapidamente metabolizable, como la glucosa o la fructosa, conduce a un
aumento de la concentracion intracelular de FBP. Este metabolito, estimula la actividad quinasa de
HprK / P, e induce la fosforilacién dependiente de ATP de HPr y Crh en Ser-46. Sélo las formas
fosforiladas en serina de HPr y Crh pueden interactuar con CcpA. El complejo P-Ser-HPr / CcpA o
P-Ser-Crh / CcpA se une a los cre sobre el ADN, asi regulan la expresion de genes. Ademas, FBP y
glucosa-6-fosfato estimulan la unién del complejo P-Ser-HPr / CcpA a Cres. Crh esta presente solo
en algunos bacilos y algunos clostridios.

B. subtilis al igual que otros bacilos y clostridios existe una proteina similar a HPr
llamada Crh (del inglés Catabolite repression HPr) capaz de inducir la unién de CcpA
a sitios Cre (Galinier et al. 1997) (Figura 7). Compuesta de 85 aminoacidos Crh
también es conocida como HPr-like protein pues exhibe una identidad de secuencia
de aminoacidos del 45% con HPr, pero el sitio activo de fosforilacion dependiente
de PEP, His-15 de HPr se reemplaza con una glutamina, tiene el sitio Ser-46 que se
fosforila a partir de ATP por HPrK/P en respuesta a las altas concentraciones de
fructosa-1,6-bifosfato (Galinier et al. 1997). Por lo tanto, Crh no es fosforilado por
PEP y/o El. Lo que significa que, no esta involucrado en el transporte de azucares-
PTS, pero tiene funciones reguladoras.
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La funcion reguladora principal de Crh es el control de la formacion el metabolito
metilglioxal (Sintetizado por la enzima metilglioxal sintasa MgsA), un compuesto
derivado de dihidroxiacetona-fosfato y gliceraldehido-3-fosfato, ambos
intermediarios de la glucdlisis. MgsA convierte la dihidroxiacetona-fosfato en
metilglioxal y, por lo tanto, inicia un bypass glicolitico que evita la acumulacion
perjudicial de fosfo-azucares en condiciones de desbordamiento de carbono
(Landmann et al. 2011).

El metilgiloxal es toxico y su produccion requiere control, y es exclusivamente a
través de la forma no fosforilada de Crh interactuando con MgsA que se inhibe la
actividad de MgsA. Por consiguiente, Crh inhibe la formacién de metilglioxal in vivo
en condiciones de hambruna nutricional que favorecen una baja actividad de la
quinasa HPr (Landmann et al. 2011).

Crh detecta el estado metabdlico de la célula, como se refleja en su estado de
fosforilacion, y en consecuencia controla el flujo a través de la via del metilglioxal
danino. HPr no puede enlazar ni regular MgsA, lo que hace que esta sea la funcion
auténtica de Crh (Landmann et al. 2011).

P-Ser-Crh participa en la RCC, a un nivel menos importante que P-Ser-HPr (Galinier
et al. 1997) . Por ejemplo, la inactivacion de crh por si misma no tiene efecto en la
RCC. Sin embargo, en CGM ptsH1 (gen Hpr) y, en las cepas en las que se evito la
fosforilacion de HPr dependiente de ATP (remplazando su Ser-46-Hpr por una
Alanina), algunos operones catabdlicos todavia estaban parcialmente reprimidos,
continuando con la investigacion, se eliminaron completamente en estas CGM
también el gen ccpA lo que detuvo completamente la RCC (Galinier, Deutscher y
Martin-Verstraete 1999).

La RCC residual observada en la cepa CGM ptsH1 desaparecié cuando se
interrumpio ademas el gen crh, demostrando la intervencion de P-Ser-Crh en la RCC
(Galinier et al. 1999).

HPr regula las propiedades de union al ADN de otros requladores transcripcionales.

En general, los efectores de los reguladores transcripcionales son pequefos
compuestos organicos. La union del efector induce cambios estructurales que
modifican las propiedades de unién al ADN del regulador. En firmicutes, el efector
principal de CcpA es P-Ser-HPr y, en menor medida, P-Ser-Crh. Sin embargo,
algunos estudios han demostrado que CcpA también puede interactuar con
moléculas pequeias como NADP, glucosa-6-fosfato o FBP que modulan sus
propiedades de union. Por lo tanto, la regulacion por la union de proteinas o ligandos
pequefios no es exclusiva. Sin embargo, hasta ahora, P-Ser-HPr (y P-Ser Crh) es el
unico ejemplo conocido en el que una proteina funciona como un corepressor. para
modular la union al ADN de un regulador transcripcional de la familia Lacl-GalR, pero
CcpA no es el unico regulador transcripcional que usa HPr como corepresor (Martin-
Verstraete , Deutscher y Galinier 1999).
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P-ser-HPr induce la union de RbsR a su objetivo de ADN.

Para encontrar nuevas proteinas que pudieran interactuar con HPr (Miller et al.,
2006 llevaron a cabo un escaneo computacional basado en estructura. Usando
datos estructurales del complejo P-Ser-HPr / CcpA, el objetivo fue identificar
proteinas que exhiben propiedades similares a sus interfaces de proteinas. Usando
este método, los autores encontraron que RbsR, el represor del operdn ribosa en B.
subtilis y un miembro de la familia de reguladores Lacl-GalR, posee el potencial para
interactuar con HPr. Esta interaccion se confirmé posteriormente
experimentalmente, y P-Ser-HPr induce la unién al ADN de B. subtilis. RbsR,
mientras que la HPr no fosforilada no tiene ningun efecto. Los analisis estructurales
y de acoplamiento de CcpA y RbsR en complejos con P-Ser-HPr revelaron que, en
ambos complejos, los aminoacidos basicos estan presentes en la interfaz, formando
interacciones electrostaticas favorables con el grupo fosfato de P-Ser-HPr. La
relevancia fisiologica de esta interaccion no se estudio mas a fondo, pero es tentador
suponer que esta interaccion vincula la expresion del operon ribosa al estado de
fosforilacion de HPr y, por lo tanto, a la disponibilidad de fuentes de carbono
extracelulares de metabolismo rapido.
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2.4 Laregulacion del PTS trasciende la RCC

Actualmente se sabe que ademas del fendmeno de RCC el PTS regula numerosas
e importantes funciones celulares en diversos taxones; el metabolismo de nitrogeno;
de fosfato; transporte de potasio; respuesta rigurosa (respuesta al estrés en reaccion
a la falta de aminoacidos, la limitacion de los acidos grasos, la limitacion de hierro,
el choque térmico y otras condiciones de estrés), formacion de biofilm, virulencia de
patdgenos, quimiotaxis; transporte de potasio, entre muchas mas. Ademas, se
siguen reportando nuevas, todo el tiempo (Deutcher et al. 2014, Galinier y Deustcher
2017, Galinier 2018) (Figura 8).

Para estos diferentes procesos reguladores, la sefial es proporcionada por el estado
de fosforilacidn de los componentes de PTS, que fluctua segun la disponibilidad de
sustratos de PTS y el estado metabdlico de la célula (Galinier 2018).

Dado el extenso impacto fisiolégico que todas estas regulaciones dependientes de
PTS producen, en una gran variedad de microorganismos, el PTS Debe
considerarse como un sistema de amplio e importante impacto fisioldgico, dadas sus
capacidades reguladoras (Galinier y Deustcher 2017).
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Figura 8. Funciones celulares en las que participa el PTS (modificado de Galinier y Deustcher 2017).
Para regular numerosas funciones celulares, los componentes de PTS interactian o fosforilan a
proteinas diana (Joyet et al. 2013, Galinier 2018). Estos objetivos pueden ser: reguladores de la
transcripcion, histidina quinasas de sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes,
enzimas catabdlicas y transportadores, entre otras (Galinier y Deustcher 2017).
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2.4.1 Factores transcripcionales que contienen PRD

Algunos reguladores de la transcripcion controlados por PTS poseen un dominio (0
dos) especifico, llamado dominio de regulacion por PTS (siglas en inglés PRD: PTS
Regulation Domain), que puede ser fosforilado por tres componentes diferentes de
PTS. La regulacion de los factores transcripcionales que contienen PRD es
ciertamente el mecanismo mas interrelacionado con el PTS. Estos reguladores de
la transcripcién que contienen PRD participan en mecanismos de regulacion que
son independientes de las proteinas CcpA o CRP (Galinier 2018).

Los activadores de la transcripcion que contienen PRD se encuentran
principalmente en firmicutes y en actinobacteria, son menos frecuentes en
proteobacteria. Algunas de estas bacterias poseen activadores de transcripcion que
pueden contener hasta tres dominios EIIA y EIIB (Deustcher et al. 2014) (Figura 9).

Se pueden distinguir dos tipos de activadores de transcripcidn que contienen el
dominio Ell. De acuerdo con los primeros miembros descritos para esta familia de
reguladores de transcripcion, se les llama reguladores de tipo MtIR del inglés
Mannitol regulator ( Henstra et al. 1999) y LicR, del inglés Lic Operon Regulator
(Tobisch, Stilke, Hecker 1999).

Cada tipo de regulador exhibe una prioridad para familias especificas de PTS; para
las familias de fructosa/manitol reguladores de tipo MtIR, y para lactosa/celobiosa y
galacticol; Principalmente son LicR. Estos activadores de transcripcion contienen
otros dominios reguladores.

Por ejemplo, los activadores de tipo LevR del orden Clostridiales, poseen ademas
del motivo de hélice-giro-hélice de unién al ADN, un homologo del dominio central
que contiene casetes de union a ATP de reguladores de tipo NtrC, seguido de cuatro
dominios reguladores; dos o, en algunos casos, tres de los dominios reguladores
son los dominios EIIA y EIIB de las clases PTS de manosa / glucosa, galactitol y
manitol / fructosa (Figura 9)

Los reguladores de tipo NtrC que contienen tres dominios EIll pertenecen
principalmente a Clostridiales , incluidos Clostridia , Thermoanaerobacter
Carboxydibrachia y algunos otros firmicutes (Figura 9).

En algunos reguladores de tipo LevR, el PRD2 truncado puede reemplazarse con un
dominio similar a EIIAM!, como es el caso de la proteina con nimero de identificacion
YP_001309609.1 de C. beijerinckii (Figura 9) (Deustcher et al. 2014).

Con algunas excepciones, los factores transcripcionales que contienen PRD
controlan la expresion de los operones pts. La fosforilacion de estos factores
transcripcionales por los componentes EIIA o EIIB del PTS relacionado inhibe su
actividad y, por lo tanto, la transcripcién de genes.
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Figura 9. Representacién esquematica de la constituciéon por dominios funcionales, de Proteinas;
activadores/antiterminadores transcripcionales que, contienen PRD (modificado de Deustcher et al.
2014). Se muestran el antiterminador de B. subtilis LicT (que se une al ARN) y varios activadores de
la transcripcion (que se unen al ADN), incluidos los reguladores de B. subtilis MtIR y LevR. Los
antiterminadores se componen de dos PRD fusionados al dominio de unién a ARN. En el
antiterminador de B. subtilis LicT los mencionados dos PRD, generalmente contienen cuatro sitios
potenciales de fosforilacion mediada por PTS. Los activadores de la transcripcion de tipo MtIR
contienen dos PRD fusionados a los dominios de uniéon a ADN y similares a Mga (dominio que se
asemeja al gen Mga de Streptococcus pyogenesel regulador de la virulencia); seguidos por un
dominio de tipo EIIB®a y un dominio de tipo EIIAM!, B. subtilis MtIR debe activarse tanto por la
fosforilacién en His-342 como por la interaccién de sus dominios similares a EIIB®a C-terminal y EIIA
Mt (marcados con un corchete) con el dominio EIIBM! de la PTS MtlA especifica de manitol permeasa
(Bouraoui et al. 2013). En todas las proteinas presentadas, los sitios de fosforilacion estimulantes
conocidos (por P~His-HPr) estan indicados por niumeros rojos, Yy los sitios de fosforilacion inhibitoria
(por P~EIIA o P~EIIB) estan escritos en azul (azul palido en MtIR indica leve fosforilacién). También
se presenta en esta figura el activador de la transcripcion de tipo LevR ManR de L. monocytogenes.

En todas las proteinas presentadas (Figura 9), los sitios de fosforilacion estimulantes
conocidos (por P~His-HPr) estan indicados por numeros rojos, y los sitios de
fosforilacion inhibitoria (por P~EIIA o P~EIIB) estan escritos en azul (azul palido en
MtIR indica leve fosforilacion). También se representa (en la figura 9) el activador de
la transcripcion de tipo LevR y ManR de L. monocytogenes. Cabe senalar que los
sitios de fosforilacion no siempre se conservan entre especies (Xue y Miller 2007).
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2.4.2 Mecanismo de regulacion de los antiterminadores que
contienen PRD

Los antiterminadores son proteinas de union a ARN , que evitan la formacién de
estructuras terminadoras en la parte no traducida del ARN naciente al favorecer la
formacién de estructuras de ARN alternativas . Los antiterminadores controlados por
PTS forman dimeros y poseen un dominio de union a ARN N-terminal seguido de
dos PRD (Figura 10). La fosforilacion por el EIIB afin en las histidinas conservadas
en PRD1 generalmente inhibe el antiterminador y la fosforilacion en PRD2 por P ~
His-HPr lo estimula (Deustcher et al. 2014, Galinier y Deustcher 2017).
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Figura 10. Regulacion del antiterminador transcripcional LicT de B. subtilis (Modificado de Galinier
y Deustcher 2017). LicT contiene cuatro residuos histidina fosforilables conservados. La fosforilacion
en PRD1 inhibe la actividad de LicT; catalizada por P~EIIBB9' y ocurre en ausencia de B-glucésidos.
En contraste, cuando los B-glucésidos estan presentes, preferiblemente estdn fosforilados por
ElIBBY, y una parte importante del antiterminador permanece sin fosforilar. Esta forma ain no es
funcional hasta que la fosforilacion en PRD2, que es catalizada por P~His-HPr. En ausencia de (-
glucdsidos, la transcripcion comienza pero termina prematuramente en la region lider que precede a
los genes estructurales . En presencia de 3-glucosidos y en ausencia de un PTS-azlcar represor,
Ell Bgl y, por lo tanto, His-100 y His-169 en PRD1 no estan fosforilados, y uno o ambos His
conservados en PRD?2 estan fosforilados (Linder et al. 1999). El LicT se activa y se une al ARN en
el antiterminador ribonucleico RAT (Ribonucleic AntiTerminator sequence). Esta unién estabiliza la
estructura secundaria del ARN envolviendo la RAT, lo que previene la formacién del terminador
superpuesto, y la transcripcién contindia en los genes estructurales.
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2.4.3 Mecanismo de regulacion de los activadores

transcripcionales de tipo MtIR / LicR

Los dos PRD generalmente presentes en los activadores transcripcionales de tipo
MtIR / LicR estan precedidos por un dominio de unién a ADN y uno similar a Mga y
seguidos por dos dominios, que se parecen a los dominios PTS EIlIB®a y E[IA Mt/ Fr
(Figura 11). Por lo tanto, estos reguladores pueden contener hasta seis sitios de
fosforilacion (Galinier y Deustcher 2017).
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Figura 11. Regulacion del activador transcripcional MtIR de B. subtilis (Modificado de Galinier y
Deustcher 2017). En MtIR, los dos PRD son seguidos por un dominio de tipo EIIB%2ty un dominio de
tipo EIIAM!, La fosforilacién en PRD2 a través de P~His-HPr tiene un efecto estimulante sobre la
actividad de MtIR. En ausencia de manitol, se propuso que la fosforilacién en Cys-419 del dominio
de tipo ElIBGa por P~EIIAM! y en His-599 en el dominio de tipo EIIAM! por P~EIIB Mt tiene un efecto
inhibitorio sobre la actividad de MtIR. En contraste, en presencia de manitol, P~EIIBM! transfiere su
grupo fosfato principalmente al azucar, lo que lleva a la desfosforilacion de MtIR. Ademas, la
activacion de MtIR requiere que la parte C-terminal de MtIR se una a EIIBM! sin fosforilar. MtIR
segregado de la membrana se une a su diana de ADN y estimula la transcripcién del operén mtl
(Joyet et al. 2010).

Aunque las proteinas MtIR de diferentes bacterias muestran una identidad de
secuencia significativa, su modo de regulacion puede variar en gran medida. Por
ejemplo, a diferencia de MtIR B. subtilis, la fosforilacion inactivadora en MtIR de G.
stearothermophilus es catalizada por P~EIIBM' en un dominio similar a EIIA Mt/Fru
Ademas, su activacion no requiere una interaccion con EIIBM' no fosforilado
(Henstra, Duurkens, Robillard 2000). Se observé una regulacién idéntica para MtIR
de L. casei, excepto que esta proteina no necesita ser fosforilada por P~His-HPr para
estar activa. En consecuencia, la expresion del operon mtl en L. casei no esta
sometido a RCC (Joyet et al. 2015).
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2.4.4 Regulacion de los activadores transcripcionales de tipo LevR

Los reguladores de tipo LevR también contienen un dominio de union a ADN N-
terminal y cuatro dominios reguladores, aunque su orden y tipo de dominios PTS
son ligeramente diferentes (Figura 12)
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Figura 12. Regulacién del activador transcripcional LevR de B. subtilis (Modificado de Galinier y
Deustcher 2017). LevR contiene un dominio central similar a NtrC y dominios similares a EIIA Man
y ElIB Gat insertados entre el PRD1 completo y un PRD2 truncado. La fosforilacion en His-585 es
catalizada por P~His-HPr y estimula la actividad de LevR. La fosforilacion en His-869 es catalizada
por P~EIIB Lev e inhibe la actividad de LevR. En ausencia de fructosa o manosa, EIIB Lev esta
presente principalmente en su forma fosforilada. Esto permite la fosforilacién e inactivacién de LevR
por P~EIIB Lev , y el oper6n lev estd mal expresado. En contraste, en presencia de fructosa,
P~EIIB'® transfiere su grupo fosfato principalmente al azlcar entrante, lo que lleva a la
desfosforilacion y activacion de LevR, lo que conduce a la induccion del operén lev.

El primer PRD es seguido por un dominio EIIA de la familia PTS de manosa y un
dominio similar a EIIB €&, El ultimo dominio regulador suele ser un PRD incompleto
que contiene solo el primer residuo His fosforilable pero, en algunos casos, puede
ser un EIlIA de la familia PTS de manitol / fructosa. La diferencia mas importante, sin
embargo, es la insercién de un dominio entre la secuencia de unién al ADN y PRD1,
que se asemeja al dominio central en las proteinas de unién al potenciador de tipo
NifA / NtrC con algunas excepciones (Mazé et al. 2004).
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2.5 PTS en Sfreptomyces.

La presencia del PTS en S. coelicolor fue reportada por primera vez en el aio 1995
(Titgemeyer et al., 1995). En 1999 dos grupos reportaron la clonacion del gen ptsH
cuyo producto es la fosfotransferasa HPr (Butler et al., 1999, Parche et al., 1999).

En el afno 2000, Parche et al., reportaron la existencia de tres genes de S. coelicolor
que codifican para proteinas homologas no especificas del PTS y 6 genes que
codifican para proteinas homologas especificas, S. coelicolor tiene menos genes pts
que la gran cantidad que posee E. coli y los que contiene B. subtilis.

Se conoce la existencia del sistema PTS para internalizar la fructosa en S. coelicolor
y también los genes que codifican, tanto para las enzimas El, EIIA®" y HPr, como
para permeasas de N-acetilglucosamina (GICNAc), y una posible permeasa de
maltosa (NagE1, NagE2 y MalX1) (Parche et al., 2000).

En 2004, Derouaux et al., caracterizaron la proteina receptora de catabolito Crp, la
cual esta involucrada en el sistema PTS de S. coelicolor. La inactivacion de dicha
proteina genera una deficiencia en la germinacidon de esporas y un fenotipo similar
al de la CGM en el gen que codifica para la adenilato ciclasa (cya), que imposibilita
la produccion de AMP ciclico (AMPc). Esto sugiere que el AMPc puede ser una
molécula clave para iniciar los eventos de germinacion pues, el sistema adenilato
ciclasa-AMPc-Crp, activa el proceso de desarrollo. En dicho trabajo se comprobd
por tres métodos distintos que la proteina Crp de S. coelicolor es capaz de unirse a
AMPc.

La eliminacion de los genes pts generales ( ptsH , ptsl y crr que codifican HPr, El y
EllA, respectivamente), conducen a una detencién del desarrollo del micelio
vegetativo y, en consecuencia, las CGM tienen un fenotipo no esporulante (bald
:calvo) (Nothaft et al., 2003a; Rigali et al., 2006 ).

Este fendomeno es mas probable que se asocie con la produccion alterada de
sideroforo desferrioxiamina, que es esencial para el desarrollo adecuado,
especialmente en medios que contienen glucosa (Yamanaka et al., 2005; Traxler et
al., 2012; Lambert et al., 2014). Esta observacion revela un vinculo directo entre la
utilizacion de carbono, la homeostasis del hierro y el control del desarrollo, pero
actualmente se desconoce como esta mediado esto.

Asi mismo, la actividad cinasa de HPr-K/P parece estar ausente en S. coelicolor
(Stalke y Hillen, 1999). En 2003, Nothaft et al. sugirieron que la fuente de carbono
N-acetilglucosamina podia ser el posible sustrato de NagE1 o NagE2 y se comprobo,
por caracterizacion in vitro, que la enzima EIIA®" funcionaba como una proteina EIIA
especifica para N-acetilglucosamina. La expresion de ccr-pstl y ptsH son inducidos
juntos como un operén, por la presencia de N-acetilglucosamina.
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2.6 RCC en Streptomyces.

Al parecer y sorprendentemente el PTS no desempefa un papel central en la RCC
de Streptomyces, pues la eliminacidn de los genes pts en general no tiene efecto
sobre este mecanismo de regulacion (Butler et al., 1999; Nothaft et al., 2003) y
aunque el complejo cAMP-CRP, tiene un impacto global en la produccién de
antibidticos, no parece tener un papel central en este fendmeno (Derouaux et al.,
2004; Gao et al., 2012).

Un analisis mutacional del gen ccr-pstl, demostré que El y EIIA®" son parte del
sistema PTS de S. coelicolor para N-acetilglucosamina, y que, si falta uno u otro, las
células no pueden crecer en presencia de este aminoglucésido, mientras que la
utilizacion de galactosa, glucosamina, glucosa, glutamato, glicerol, lactosa, maltosa,
manitol, manosa, ribosa, sorbitol, sacarosa y xilosa, no parece verse afectada.

Esta bien establecido que la glucosa y otras fuentes de carbono favorables, reprimen
la diferenciacion morfolégica y la produccion de antibiéticos en Streptomyces
(Sanchez et al. 2010), y se han realizado observaciones similares para el nitrégeno
(Reuther y Wohlleben 2007).

Sorprendentemente, en Streptomyces, la N- acetilglucosamina y el glutamato son
sustratos altamente preferidos; por ejemplo en cultivos tanto con glucosa como con
glutamato, S. coelicolor consume todo el glutamato antes de que se metabolice la
glucosa (van Wezel et al., 2006a; Romero-Rodriguez et al., 2016).

Aun asi, como en otras bacterias, la glucosa exhibe RCC sobre otras fuentes de
utilizacion de otras fuentes de carbono, como glicerol, arabinosa, fructosa y
galactosa.

Por lo anterior se considera actualmente, que la proteina central en la RCC de
Streptomyces es la glucosa quinasa (Glk fosforila la glucosa internalizada para iniciar
la glucdlisis) (Angell et al.,. 1994 ; Kwakman y Postma 1994 ), ya que el papel clave
en la RCC en estas bacterias por parte del PTS aun se desconoce (si es que existe).

La glucosa quinasa Glk (codificada por el gen glkA en Streptomyces coelicolor)
realiza el primer paso en la glucdlisis mediante la fosforilacion de la glucosa a
glucosa-6P. Glk es miembro de la familia ROK (Represor ORF Kinases); proteinas
cinasas represoras de marco de lectura (Titgemeyer et al., 1994).

Desde que, en 1982 David Hodgson reportdé que la glucosa generaba represion
catabdlica sobre diferentes clases de carbohidratos (arabinosa, celobiosa, fructosa,
galactosa y glicerol) en S. coelicolor, a la fecha, existen numerosos estudios que
sugieren que la Glk juega un papel central en la represion catabdlica.
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Otro hecho interesante es que, en Streptomyces, la glucosa no se transporta a través
del PTS, sino a través de la permeasa denominada GIcP de la Superfamilia de
Facilitadores Principales (Glucose Permease:Mayor Facilitator Superfamily) (van
Wezel et al., 2005).; Pérez- Redondo et al., 2010; Romero et al., 2015) (Figura 13)

PTS ABC

Fructosa ! Maltosa

Glicerol

Figura 13. Sistemas de transporte de carbohidratos en S. coelicolor (Modificado de Bertram et al.
2004). Un analisis in “silico” del genoma de S. coelicolor, predice la existencia de diversos genes
para la incorporacion de carbohidratos, como posibles componentes de PTS, sistemas de transporte
ABC (ATP Binding Cassete), transporte facilitado y simporte. Se muestra al sistema PTS, con sus
componentes transportando fructosa (Fru) y fosforilando a fructosa-1fosfato. El sistema ABC se
muestra transportando maltosa (Mal). Asi mismo se observa el transporte de glicerol (Gly) por
difusion facilitada y a la glucosa (Glc) transportandose por medio de un sistema de simporte acoplado
a protones.

En Streptomyces los sistemas ABC son utilizados para la incorporacién de
maltodextrinas, xilésidos, glucdsidos, quitobiosa, lactosa, ribosa, entre otros
(Bertram et al. 2004).

Se ha senalado a GIcP como el principal transportador de glucosa en S. coelicolor,
(Wezel et al. 2005) el cual es inducido por D-glucosa, este sistema se codifica por
dos genes; glcP1 y glcP2 que transcriben para proteinas simportadoras
dependientes de protones (Wezel et al., 2005).

En el 2007 Wezel et al., reportaron que la actividad catalitica de la glucosa cinasa
(GIk) en S. coelicolor, se modula en una forma dependiente de la fuente de carbono,
y que tanto la actividad como su localizacion celular correlaciona muy bien con la
actividad que muestra GIcP.

Lo anterior sugiere que ambos componentes generan un complejo Glk-GIcP activo,

tipo permeasa, y que este complejo es necesario para el transporte de glucosa
intracelular en dicho microorganismo (Wezel et al. 2007).
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2.6.1 El papel de Glk en la RCC de Sfrepfomyces.

La RCC se estudié en S. coelicolor desde inicios de la década de los 80 cuando
David Hodgson crecio células de S. coelicolor en presencia de arabinosa, una fuente
de carbono cuya utilizacion es reprimida en presencia de glucosa, y de 2-
desoxiglucosa (dog), un analogo de la glucosa no asimilable, pero capaz de activar
el sistema de regulacion por carbono.

Como resultado de esta fuerte presion selectiva, aparecieron mutantes resistentes
a dog (dogR) que formaban halos que indicaban la utilizacion de agar, a pesar de la
presencia de glucosa, es decir, eran mutantes insensibles a represion por carbono
(Hodgson 1982).

Aunque la mayoria de estas mutantes eran incapaces de crecer en glucosa como
unica fuente de carbono (mutantes dogR G-), Hodgson también obtuvo mutantes
dogR capaces de usar glucosa (G+) y con una capacidad intermedia (G+/-) para usar
dicho carbohidrato como unica fuente de carbono.

El fenotipo de las mutantes G+ y G+/- podria haberse explicado si estas mutantes
hubieran mostrado deficiencias en su capacidad para transportar glucosa, sin
embargo, no se observaron diferencias significativas entre el consumo de glucosa
de las mutantes G+ y G+/-, y la cepa silvestre, al menos durante las primeras 12
horas de su medicion.

En cambio, después de 24 horas, pudo observarse una disminucion en la velocidad
de consumo de glucosa de estas mutantes, sugiriendo que habian sufrido
afectaciones en su metabolismo. Debido a que estas mutantes también eran
capaces de usar galactosa, la cual es metabolizada a través de la glucosa-6-fosfato
(G6P), y tomando en cuenta que la unica reaccion de la glucdélisis entre el transporte
de glucosa y la formacion de G6P es la fosforilacién de la glucosa, la cual esta
mediada por la glucosa cinasa, se postulé que las mutantes dogR debian tener
mutaciones en el gen que codifica dicha enzima (Hodgson 1982).

En consistencia con esto, Seno y Chater demostraron solamente un afo después
que, a diferencia de la cepa silvestre, las mutantes dogR de S. coelicolor habian
perdido su actividad glucosa cinasa (Seno and Chater 1983).

Para identificar las mutaciones presentes en las mutantes dogR, se realizaron
experimentos de complementacion genética. Estos experimentos consistieron en
transformar las mutantes dogR G- con fragmentos de DNA de 30 kb del cromosoma
de S. coelicolor.

Después de la transformacién, algunas mutantes dogR recuperaron su habilidad
para crecer en glucosa como unica fuente de carbono, y su actividad glucosa cinasa,
sugiriendo fuertemente que el DNA introducido debia contener el gen que codifica
para la glucosa cinasa (gl/k) (Ikeda, Seno et al. 1984).
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El analisis de las construcciones obtenidas de algunas de estas mutantes revel la
presencia recurrente de un fragmento de DNA de 2.9 kb que, segun las
observaciones previas, debia contener el gen que codifica para la glucosa cinasa
(glkA) (lkeda et al. 1984).

La secuencia de este fragmento no solo descubri6 la presencia del gen glkA, sino
también, y de manera inesperada, la presencia un segundo gen: sco2127 que
codifica para una proteina de funcion desconocida (Angell et al. 1992).

Debido a esto, se propuso que el gen glk era el unico responsable de la RCC en S.
coelicolor, sin embargo, la transformacion de algunas mutantes dogR unicamente
con este gen (clonado en un vector de bajo numero de copias) no fue suficiente para
restablecer la RCC, analizada en funcion de la expresion del gen que codifica para
la agarasa (dag).

En cambio, la transformacion de dichas mutantes con un fragmento de DNA que
contenia los genes sco2127 y glkA, si logro restablecer la represion del gen dag
(Angell et al. 1994). A pesar de estas observaciones, Angell y colaboradores
ignoraron la participacion del gen sco2127 en el fenomeno de RCC.

Propusieron que, como el gen glkA también se transcribe desde el promotor
localizado rio arriba del gen sco2127 (Angell et al. 1992), las mutantes dogR
transformadas unicamente con el gen g/kA no habian complementado debido al bajo
numero de copias del vector utilizado en un principio.

Por lo tanto, se planted que un incremento en la expresion del gen glkA restableceria
la represidon por carbono. Aunque la sobreexpresion del gen glkA en distintas
mutantes dogR ayudd a restablecer la sensibilidad a dog, la utilizacion de glucosa y
por lo tanto, la actividad glucosa cinasa, sorpresivamente no restablecio la represion
por glucosa (Angell et al., 1994).

En contraste, la transformacién de dichas mutantes con una sola copia de los genes
sco2127 y glkA fue suficiente para evitar la expresion del gen dag. Ademas de
sefalar que el gen glkA, y la actividad glucosa cinasa no eran suficientes para
reprimir la expresion del gen dag en presencia de glucosa, estos resultados
advirtieron por primera vez que el gen sco2127 jugaba un papel importante en la
regulacion por carbono en S. coelicolor (Angell et al. 1994).

Similar a lo ocurrido con la expresion del gen dag en S. coelicolor, distintos autores
observaron que en Streptomyces peucetius var. caesius la glucosa disminuye
considerablemente la actividad R-galactosidasa y la formacion de antraciclinas
(Segura et al. 1996; Escalante et al. 1999; Ramos et al. 2004).

Demostrando que en S. peucetius var. caesius la formacion de enzimas
extracelulares y antibioticos también esta sujeta a represion por carbono. De
acuerdo con estas observaciones, la formacion de R3-galactosidasa y antraciclinas
en distintas mutantes dogR de S. peucetius var. caesius incrementd con respecto a
los niveles mostrados por la cepa silvestre, a pesar de la presencia de glucosa
(Segura et al. 1996).

Confirmando que las mutantes dogR de S. peucetius var. caesius, al igual que las
mutantes dogR de S. coelicolor, son insensibles a represion por glucosa (Segura et
al. 1996; Escalante et al. 1999).
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Estas observaciones sugieren que el proceso de RCC se conserva entre los
organismos del género Streptomyces, sin embargo, a diferencia de lo observado en
S. coelicolor, en S. peucetius var. caesius se obtuvieron mutantes insensibles a RCC
con una actividad glucosa cinasa similar a la de la cepa silvestre (Ramos et al. 2004),
descartando que hubiera una relacion directa entre la actividad glucosa cinasa y la
RCC.

Adicionalmente, estos resultados confirmaron que ni el gen glk, ni la actividad
glucosa cinasa (por si solos) eran responsables de la RCC. De acuerdo con lo
anterior, la secuencia del gen glk de distintas mutantes insensibles a RCC no
presenté deleciones ni mutaciones puntuales. A pesar de esto y con la intencion de
identificar algun vinculo entre el fendmeno de regulacion por carbono y el fenotipo
de las mutantes insensibles a dicho proceso, se midio el transporte de glucosa en
distintas mutantes insensibles a RCC.

Este analisis reveld que, a diferencia de la cepa silvestre, las mutantes de S.
peucetius var. caesius insensibles a RCC mostraban una disminucion considerable
en el transporte de glucosa (Ramos et al. 2004), lo cual advertia la presencia de una
correlacion directa entre el fendmeno de RCC y el transporte de glucosa.

En el 2007, van Wezel et al., propusieron que la cantidad de proteina Glk es mas o
menos independiente de la fase de crecimiento, pero su actividad catalitica depende
de la presencia de glucosa en el medio (van Wezel et al., 2007). Asimismo, reportan
que el transporte de glucosa y la actividad de Glk presentan perfiles similares, lo que
indica una posible relacion funcional entre ellos. Prueba de ello es que la
incorporacion de glucosa en una cepa mutada en GIk decae drasticamente (van
Wezel et al., 2007).

Analisis de gRT-PCR muestran que tanto el nivel de expresion basal como el nivel
de expresion inducida por glucosa del gen glcP1, son similares en la cepa mutante
en glkA y en la cepa silvestre, lo que demuestra que la expresiéon de glcP1 no
depende de la presencia de glkA. Es decir, la diferencia en las actividades de
transporte entre la cepa silvestre y la mutante en glkA no generan diferencias en la
expresion de glcP1(van Wezel et al., 2007).

Una probable explicacion es que la incorporacion de la glucosa en la mutante es
inhibida por la acumulacion de glucosa intracelular. Una reduccion en la
incorporacion de glucosa fue observada en una mutante en glk de S. peucetius var.
caesius (Ramos et al., 2004). Estos datos hicieron pensar que los productos glkA y
glcP operan en conjunto y quizas interactuan entre si (van Wezel et al., 2007).

Para examinar si GIk se une a GIcP, se realizaron pruebas de western blot con
anticuerpos anti-Glk, mostrando que cuando las células son crecidas en glicerol
como unica fuente de carbono, la Glk es encontrada unicamente en la fraccion
citoplasmica, pero cuando las células se crecen en glucosa, una cantidad
significativa de Glk es encontrada en la fraccion membranal (van Wezel et al., 2007).
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Esta observacion ha generado un modelo en el que se propone que el tetramero de
la Glk forma un complejo con la proteina de transporte de glucosa gicP en la
membrana celular, mientras que la forma citoplasmica de la Glk actua en respuesta
a la presencia de glucosa, ATP u otros metabolitos aun desconocidos (van Wezel et
al., 2007).

Guzman et al. (2005) verificaron la presencia de genes homélogos a SCO2127 y glk
en el genoma de S. peucetius var. caesius a través de un Southern blot usando como
sondas los genes en cuestion de S. coelicolor.

Los resultados mostraron que dichos genes se encuentran adyacentes en el genoma
de S. peucetius var. caesius, como sucede en los genomas de S. coelicolor y S.
avermitilis (Guzman et al.. 2005). Asi mismo, utilizaron los genes sco2127 y sco2126
para transformar tres mutantes DogR de Streptomyces peucetius var. caesius
resistentes a RCC (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de la complementacion de los genes SC02127 y glkA sobre transporte, actividad de
Glk y sensibilidad a RCC en S. peucetius var. caesius.

Inserto Transporte de Actividad de Sensibilidad a
glucosa %? Glk %P RCC¢
‘Original - 100 100  Sensible
DogR  ---m-- 51 15 Resistente
SDR-1 glkA 49 95 Sensible
SDR-2 sc02127 108 115 Sensible
SDR-3 sc02127+glkA 113 331 Sensible

(a) Incorporacién de glucosa: 100% (2.21 umol/mg de micelio seco). (b) Glk: 100% (170 U/mg de
proteina).(c) La sensibilidad a RCC se determind por la formacion de pigmento rojo (antraciclinas)
en presencia de glucosa 500 mM. Las cepas resistentes (R) no producen pigmento y las sensibles
(S) si Modificado de Guzméan et al. 2005.

Estos datos (tabla 1) sugieren que el producto del gen sco2127 tiene un efecto
positivo sobre la actividad de GIk y el transporte de glucosa (Guzman et al. 2005).
Esto es sorprendente, por el hecho de que no parece que la secuencia de sco2127
codifique para una proteina transportadora de glucosa u otra Glk (Angell et al. 1992).
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3. Justificacion

Con base en lo anterior, se ha sugerido que el gen sco2127 esta involucrado en el
mecanismo de RCC de metabolitos especializados (como la actinorrodina). Sin
embargo, aun no existe un modelo que explique satisfactoriamente este mecanismo
de regulacién. Debido a esto, es necesario realizar estudios que permitan elucidar
la funcidn del gen sco2127 en la represion catabodlica por carbono y su probable
relacion con la biosintesis de metabolitos especializados como la actinorrodina en
S. coelicolor. Forero et al. (2012) desarrollaron una CGM que carece del gen
sco2127 denominada Asco2127. El estudio del efecto de la mutacion por delecion
especifica de sco2127 brindara mayores evidencias del papel que podria tener el
producto codificante de este gen en la RCC y produccion de metabolitos
secundarios en S. coelicolor.
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4. HIPOTESIS

El gen sco2127 tiene una funcion cuya actividad influye en la represion catabdlica
por glucosa y que la produccién de actinorrodina, sujeta a dicha represion en
Streptomyces coelicolor, puede funcionar como sefal colorida para identificar la
sensibilidad a RCG en una CGM Asco2127.
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5. OBJETIVO GENERAL

Establecer si el gen sco2127 tiene un papel en la represion catabdlica por glucosa
en Streptomyces coelicolor.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer diferencias entre el fenotipo de la CGM Asco2127 y la cepa tipo
silvestre de Streptomyces coelicolor.

e |dentificar efectos en la represion catabodlica por glucosa de la CGM
Asco2127 de S. coelicolor observando la produccion de actinorrodina como
indicador de metabolismo secundario.

e Determinar posibles dominios funcionales de SCO02127 utilizando
herramientas bioinformaticas.
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6. ESTRATEGIA GENERAL

Mientras se realizaba la presente investigacion, de manera sincrénica se disefaba
por parte de nuestro equipo de investigacion una CGM de Streptomyces coelicolor
M145, a la cual le fue extraido el gen sco2127 de su cromosoma bacteriano (referida
aqui como S. coelicolor Asco2127) (ver tabla 2 para caracteristicas y referencias).
Nuestra contribucién implicaba construir un plasmido que incluyera el gen sco2127
para poder generar una cepa revertante; de tal forma que nos permitiera atribuir el
fenotipo observado en la CGM Asco2127 exclusivamente al gen sco2127 y descartar
efectos polares o colaterales debidos a las técnicas de manipulacién del
cromosoma.

Como parte de esta estrategia general empleamos el plasmido pSET152 (ver tabla
2 para caracteristicas y referencias) para insertar dentro de este el gen sco2127. A
este plasmido se le denomin6 pSET2127 (ver resultados). Ademas dicho plasmido
nos permitiria desarrollar mutaciones puntuales o deleciones en la secuencia ADN
del gen sco2127, para identificar los posibles dominios funcionales de la proteina
SC02127, los cuales comprobariamos transformando la CGM nula en sco2127 para
extrapolar su funcion con los fenotipos encontrados.

Debido a que pSET2127 tenia como marcador de seleccion el gen de resistencia a
apramicina, al igual que la CGM mencionada, (pues como parte de la técnica
utilizada para obtener la CGM, un gen de resistencia a apramicina debia ser
colocado en sustitucion del gen sco2127 como marcador de seleccion) y dado que
la construccion del plasmido pSET2127 ya estaba lista al momento de recibir la CGM
con la misma resistencia a apramicina se decidid6 redisenar el plasmido
incorporando el gen de resistencia a higromicina proveniente de otro plasmido
denominado pMS82 (ver tabla 2 para caracteristicas y referencias), al cual
llamariamos pSETH2127.

Aunque se busco inicialmente transferir solamente el gen sco2127 a pMS82, los
sitios de restriccion no correspondian en ambos plasmidos, para la simple digestion
y reconstruccion. Afortunadamente ni lo anterior ni la obtencion incompleta del gen
de higromicina por PCR (ver resultados), tuvieron repercusion, pues se consiguio
terminar el proceso por parte de nuestro grupo de trabajo y se obtuvo la CGM
Asco2127 al retirar el gen de resistencia a apramicina de su cromosoma bacteriano.

Debido lo anterior se hace una distincion entre las cepas utilizadas en la presente
investigacion de la manera siguiente: La CGM S. coelicolor M145 Asco2127::apra
contiene el gen de resistencia a apramicina en sustitucion del gen sco2127 en su
genoma; mientras que la cepa denominada “CGM cicatriz” carece del gen sco2127
y del gen de resistencia a apramicina denominada S. coelicolor Asco2127cicatriz, o
simplemente Asco2127 pues contiene (en sustitucion del gen sco2127) una
secuencia especifica no codificante que se puede identificar por secuenciacion a la
cual se le denomino cicatriz “scar”.
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3.- Transformacion de E. coli (ET12567) con pSETH2127 y subsecuente conjugacion
con cepas de Streptomyces coelicolor: Asco2127::apra; S. coelicolor A (3)2 M145
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Figura 14. Estrategia general para la obtencion de plasmidos y cepas para este estudio.
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7. MATERIALES Y METODOS

A continuacién, se presentan las cepas (Tabla 2) y plasmidos (Tabla 3) empleadas
en el desarrollo del presente trabajo.

Tabla 2. Cepas empleadas en el desarrollo del presente trabajo.
Cepas Caracteristicas Referencias

Obtenida mediante
recombinaciéon homéloga
SCP-1, SCP-2, Asco2127::apra (Gust et al. 2003) por la Dra.
Angela Forero y donada por el
Dr. Luis Servin.
Obtenida mediante
recombinaciéon homéloga
SCP-1, SCP-2, Asco2127scar (Gust et al. 2003) por la Dra.
Angela Forero y donada por el
Dr. Luis Servin.

Streptomyces coelicolor
Asco2127:.apra

Streptomyces coelicolor
Asco2127 cicatriz

S. coelicolor A (3)2 M145  SCP-1, SCP-2, WT (tipo silvestre). Donada por el Dr. Luis Servin
Streptomyces coelicolor .
ASC02127 pSET2127 SCP-1, SCP-2, pSET2127 Este trabajo
Streptomyces coelicolor .
ASC02127, pSET152 SCP-1, SCP-2, pSET152 Este trabajo
S. coelicolor A (3)2 M145- } i ;
DSET2127 SCP-1, SCP-2, pSET2127 Este trabajo
S. coelicolor A (3)2 M145- } i .
DSET152 SCP-1, SCP-2, pSET152 Este Trabajo
Escherichia coli ET12567  recA dam::Tn9 dcm-6. No metila DNA Invitrogen
F- ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF)
Escherichia coli DH5a U169 recAl endAl hsdR17(rk-, mk+) Invitrogen
phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 A-
recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17
(rK—mK+), relAl, supE44, A(lac-
Escherichia coli JIM109 proAB), [F", traD36, Promega
proAB, laclq
ZAM15]

Tabla 3. Plasmidos empleados para el desarrollo de este trabajo.

Plasmidos Caracteristicas Referencias
pSET152 Plasmido integrativo que contiene funciones de =~ Donado por el Dr. Servin.
integracion al genoma en Streptomyces ¢C31
int y att y resistencia a apramicina para
conjugacion intergenérica E.coli

ET12567/Streptomyces

pSET2127 Plasmido pSET152 que contiene el gen sco2127 Este trabajo
con su regidn promotora.

pGEM®-T Easy Vector de clonacién alta eficiencia para Promega
productos PCR, AmpR

pGEM2127 Plasmido pGEM®-T Easy que contiene el gen Este Trabajo
s$c02127 y su promotor obtenidos por PCR

pMS82 Plasmido integrativo que contiene funciones de Donado por el Dr. Servin

integracion al genoma en Streptomyces ¢C31
int y att y resistencia a higromicina para
conjugacion intergenérica E.coli
ET12567/Streptomyces
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Condiciones de crecimiento de las cepas de Strepfomyces.

En este estudio se empled la cepa S. coelicolor M145 (que carece de los plasmidos
SCP1 y SCP2) como cepa silvestre. La CGM nula Asco2127 se obtuvo mediante
recombinacién homdloga (Gust et al. 2002) por la Dra. Angela Forero y el Dr. Luis
Servin, resistente a apramicina Asco2127::aac(3)IV. Las fermentaciones se llevaron
a cabo en matraces Erlenmeyer bafleados de 250 mL con 50 mL de medio YMG (ver
anexo C). Para determinar la cantidad de esporas viables, se hicieron diluciones 1:10
en agua destilada que se sembraron en placas con medio sélido con la finalidad de
obtener colonias sencillas que pudieran contarse. El medio fue inoculado con
aproximadamente 200x10° esporas, incubado a 30°C y agitado a 200 rpm (Kieser et
al., 2000).

Preparacion de células electro competentes de E. co/i JM109.

Dos matraces (1 L. de capacidad) con 500 mL de medio LB (anexo C) se inocularon
en proporcion 1/100 (cultivo/volumen de medio), con un cultivo de E. coli JM109,
crecido durante una noche. Las células se incubaron a 37°C y 200 rpm en un Orbital
Shaker-Flask Clamp Platform hasta tener una absorbancia (a 600 nm) entre 0.5 U.A.
y 0.7 U.A. Una vez alcanzada esta densidad Optica, el cultivo se reservo en hielo
entre 15-30 min, se centrifugd a 10, 000 rpm en tubos cénicos de 50 ml (Corning™
Falcon™ 352098 de centrifuga estériles) por 15 min, en un rotor JLA500 para
centrifuga Beckman-Coulter (previamente enfriado). Se removio el sobrenadante
completamente y se resuspendieron los botones en 45 ml agua Mili Q fria (aprox.
12°a 15° C), Se repitid la centrifugacion y en esta ocasion se resuspendio en 20 mL
de glicerol al 10% frio (aprox. 12° a 15° C). Esta suspensidn se centrifugd bajo las
mismas condiciones, el sobrenadante fue removido y el botdn resuspendido en un
volumen final de 3 mL de glicerol al 10%. De la suspension anterior se prepararon
alicuotas de 50 pL y se conservaron a -70°C en tubos eppenderf 1.5 mL (Sambrook
2001).

Preservacion de células de Streptomyces.

De la cepa por preservar, se inocularon 200 uL (del cultivo proveniente en medio
liquido), en medio YMG con glicerol al 10% (40 mL) y el cultivo se incub6 en
matraces Erlenmeyer bafleados durante 48 h a 30°C y agitacién de 200 rpm (Orbital
Shaker-Flask Clamp Platform). Las células fueron recuperadas por centrifugacion a
10 000 rpm durante 10 min, lavadas dos veces con solucion salina isotonica (SSI)
(NaCl 8.5 g/L) y resuspendidas en 10 mL de esta solucién. Del cultivo anterior, se
utilizé 1 mL para inocular 40 mL de medio YMG contenido en un matraz Erlenmeyer
Bafleado Pyrex de 250 mL. El cultivo fue incubado a 30°C con agitacion de 200 rpm
durante 48 h. De nuevo, las células fueron recuperadas por centrifugacion a 10 000
rom durante 10 min, lavadas dos veces con SSI y resuspendidas en 6 mL de SSI
adicionales y 4 mL de glicerol 100%. Se reservaron alicuotas de 1 mL y se congelan
a-70°C (Kieser 2001).
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Aislamiento de DNA genémico de Strepfomyces.

Se prepar6 un preinéculo, adicionando 500 uL de cepa en glicerol en un matraz de
125 mL con 25 mL de TSB (Anexo C) y 3 perlas de vidrio. Dicho matraz se incubd a
29°C con agitacion de 180 rpm durante 48 h, se recupero el microorganismo por
centrifugacion a 6000 rpm durante 10 min en una centrifuga Beckman J2-MC y un
rotor JA20. El micelio se lavd dos veces con 15 mL de SSI y se resuspendio en 6
mL de la misma soluciéon. Posteriormente, dos matraces con 50 mL de TSB mas
glicina al 0.5% fueron inoculados con 3 mL de la suspension anterior e incubados a
29°C con agitacion de 180 rpm durante 48 h. El micelio fue recuperado bajo las
mismas condiciones, lavado dos veces con 25 mL de sacarosa al 10.3% y
resuspendido en 25 mL de buffer P (Anexo C) suplementado con 2 mg/mL de
lisozima. Se incubd a 37°C hasta la formacion de protoplastos, los cuales fueron
recuperados por centrifugacion a 6000 rpm durante 10 min y resuspendidos en 50
mL de buffer P (Anexo C). Nuevamente los protoplastos fueron recuperados bajo las
condiciones anteriores y resuspendidos en 10 mL de sacarosa 10.3% adicionada
con 200 ul de EDTA 0.5 M. La suspension anterior se distribuy6 por igual en dos
partes y se le adicion6 a cada una, 1 mL de SDS (dodecil sulfato de sodio) al 20%.
Se agitd suavemente por inversion del tubo y de inmediato se realizé una extraccion
con fenol saturado con TE (Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM) otra con fenol-
cloroformo (1:1), y dos mas con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). A la fase
acuosa se le anadio un volumen de isopropanol cuidando de mantener las 2 fases y
se recuperd el DNA con ayuda de una pipeta Pasteur estéril. EIl DNA se disolvid en
un volumen minimo de agua estéril grado Milli-Q y se traté con RNAsa a una
concentracion final de 50 pg/mL durante 1h a 50°C, al finalizar este tiempo, se anadid
pronasa a una concentracion final de 100 pyg/mL y se incubé a 37°C durante 1 h. Al
final de la incubacién se agregaron SDS y NaCl a una concentracion final de 0.4% y
100 mM respectivamente. Posteriormente y con el fin de limpiar el DNA de las
enzimas anteriores, se volvio a realizar una extraccion con un volumen de fenol
saturado con TE, otra con fenol- cloroformo (1:1), y dos mas con cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1). Posteriormente el DNA se precipitd agregando a la fase acuosa
1/10 de acetato de sodio 3 My 2.5 volumenes de etanol (EtOH) absoluto. EI DNA se
centrifuga (Beckman Coulter ultracentrifuge XL-100 K) a 10 000 rpm durante 10
minutos y el botdn (En tubos de centrifuga de 50mL para rotor Beckman JLA500 de
angulo fijo) se volvio a lavar con etanol al 70% (v/v) y se dejo secar perfectamente
para eliminar completamente los residuos del mismo. Finalmente, el DNA se disolvié
en un volumen minimo de agua estéril desionizada (Kieser 2001). Se determiné su
pureza y concentracion mediante la relacidon de lecturas de absorbancia a 260 y 280
nm, utilizando un biofotémetro (Eppendorf BioSpectrometer® basic), el estado del
DNA fue corroborado mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% segun
los protocolos estandar usando TAE 1X como amortiguador de corrida (Sambrook
et al. 2001).
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Amplificacion del gen sco2727 por PCR de gradiente.

La estrategia inicial para la amplificacion por PCR de nuestro gen diana, consideraba
utilizar como templado, el DNA gendmico de Streptomyces coelicolor M145,
aplicando las condiciones de amplificacién para el gen sco2127 reportadas (Guzman
et al. 2005). Las condiciones de amplificacion para dicho gen fueron:
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min y treinta ciclos que comprenden: 1
min a 94°C para la desnaturalizacion, 1 min a 58.3°C para el alineamiento, 1 min a
72°C para la polimerizacién y por ultimo, 5 min a 72°C, para la extensién final
(Guzman et al. 2005).

El gen sco2127 incluyendo su promotor fueron amplificados mediante PCR en un
termociclador de gradiente Corbett Research Palm-Cycler™ y usando DNA
genémico de S. coelicolor como templado. Las condiciones de amplificacion
consistieron en una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min y veinticinco ciclos
que comprenden: 1 min a 94°C para la desnaturalizacion, 1 min a un gradiente de
temperaturas desde 65°C hasta 72°C para el alineamiento, 1 min a 72°C para la
polimerizacion y por ultimo, 5 min a 72°C, para la extension final Figura 15. Se
probaron los diferentes primers para la obtencion de productos de amplificacion.

Ciclo de PCR 25
Ciclos
5 min 1 min
Desnaturalizacion Desnaturalizacion . PCR . . .
1min 1min 5 min Tiempo
94 °C \ Polimerizacién Polimerizacién
Alineamiento
/ 72 °C Temperatura
65°Ca71°C

Figura 15. Esquema de temperaturas aplicadas al sistema para amplificacién por PCR. En esta
figura se describen las temperaturas a las cuales se expusieron las reacciones con cada par de
primers, siendo para cada caso un gradiente de temperaturas de alineamiento, tal y como se muestra
en la linea del centro titulada “Alineamiento”.

Una vez estandarizada la mejor temperatura de alineamiento, se realiz6 un PCR
aplicando la temperatura que mostré mejor definicion en electroforesis en gel de
agarosa, y con la finalidad de obtener mayor cantidad de producto de amplificacion,
el sistema de reaccion consistio en: dNTP’s 0.2 pM, amortiguador 10X para
AmpliTag de Applied Biosystems, DMSO 5% 6 10%, MgCI2 1 mM, 2 mM 6 3mM;
250 ng de DNA gendmico, oligonucleétidos 0.4 pmol/mL de cada uno, 0.4 unidades
de Taqgpolimerasa de Applied Biosystems y agua grado Milli-Q para completar un
volumen final de 50 pL (Sambrook et al. 2001).
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Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa.

Para los fragmentos de ADN fue necesario purificar a partir de geles de agarosa
utilizando el sistema de purificacion Qiaquick de Qiagen. Se cortaron los trozos de
gel de agarosa que contienen los fragmentos de ADN (genes y plasmidos) y se
colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Se agregan 3 volumenes de solucion
QG se mezclan e incubaron a 50°C durante 10 minutos, con agitacion suave cada 2
minutos. La muestra adquiere color amarillo cuando cambia a morado se agregaron
10 uL de acetato de sodio 3M pH 5.2 para degradar la agarosa y el DNA qued? libre
para precipitar posteriormente con isopropanol. EL kit Quiaquick proporciona
columnas de silica y se hace pasar a través de esta membrana por centrifugacion a
13,000rpm (Eppendorf Centrifuge 5425) durante 1 minuto para lavar con 750 pL de
solucion PE. Se centrifugd nuevamente durante 1 minuto y el filtrado es desechado.
La columna se centrifugd una vez mas a 13,000 rpom durante 1 minuto (Eppendorf
Centrifuge 5425) para eliminar restos de buffer PE. Se liberd de la membrana el DNA
aplicando 50 pL de solucion EB (1:10) y se centrifugd a 13,000 rpm durante 1 minuto
mas para obtener el DNA en solucién (Cat No./ID: 28506 QIAquick PCR y Gel
Cleanup Kit (100)).

Ligacion del gen sco2727 al plasmido pGEM-T Easy

El pGEM-T Easy Vector es un plasmido de alto numero de copias utilizado para
clonar productos de PCR. EI DNA recuperado del gel de agarosa fue clonado en el
pGEM-T Easy Vector (Promega) con el fin de obtener mayor cantidad de DNA y
poder secuenciarlo empleando los cebadores del fago M13, que flanquean al sitio
multiple de clonacion (polilinker) donde se encuentra insertado el gen.

El sitio de insercién del fragmento de DNA esta flanqueado por una timina que
aparea con la adenina que la TagDNA polimerasa normalmente afade al fragmento
amplificado. El vector contiene un gen que le confiere resistencia a ampicilina
ademas de un sitio multiple de clonacion formado por sitios de reconocimiento para
diferentes enzimas de restriccion, las cuales, al corte, permiten liberar al inserto.

El sitio multiple de clonacién se encuentra flanqueado por los promotores T7 y SP6,
dentro del gen /lacZ aunque, como ya se menciond, también contiene sitios para
secuenciacion con los oligos del fago M13. La inactivacion del gen lacZ, causada
por la insercion de un fragmento, permite identificar las clonas recombinantes
mediante el color que desarrollan en placas adicionadas con X-gal (5-bromo-4-cloro-
3-indol-B- galactdsido) e IPTG (isopropil B-D-tiogalactopirandsido).

Para ligar el producto de PCR al plasmido se utilizaron los reactivos que se muestran
en la tabla 4. Una vez mezclados los componentes de la reaccion de ligacion, ésta
se incubd toda la noche a 4°C. Con 1 pL de la mezcla de ligacién se transformaron
por electroporacion células electrocompetentes de E. coli JM109.
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Tabla 4. Mezcla de reaccidn para ligacion con pGEM-T Easy.

Reactivos Reaccidn estandar (uL)
IAmortiguador de ligacion 2x, para T4 DNA ligasa 5
(Promega)

pGEM-T Easy vector (50 ng) 1

Producto de PCR 1

DNA ligasa de T4 1

/Agua desionizada 2

'Volumen final 10

Se muestran los componentes de la reaccion para insertar el producto de PCR en el plasmido
mencionado. En la columna denominada “Reactivos” se muestra los componentes de la mezcla de
ligacion y en la columna “Reacciéon estandar” se indica la cantidad en microlitros (uL) que se
agregaron para dicha reaccion.

Electroporacioén de células E. co/i JM109.

Se colocaron 2 pL de la reaccion de ligacion mas 50 pL de células
electrocompetentes de E. coli JM109 en una celda fria de 0.1 mm. La celda se coloco
en la ranura de un electroporador 15427220 Fisher (BTX™ ECM™ 399 Exponential
Decay Wave Electroporator) y se le aplicd una descarga de 1250 V, inmediatamente
después se le adicioné medio SOC (1mL), las células transformadas se incubaron a
37°C por 1 h a 200 rpm. Posteriormente, de la suspension celular se plaquearon, 1,
5y 10 uL de las células de E. coli JM109 electrotransformadas, se sembraron en
cajas con agar y medio LB suplementado con ampicilina (Amp) (100 pg/mL), X-gal
(5-bromo-4-cloro-3-indol- B-galactésido) 20 pg/mL e IPTG (isopropil [B-D-
tiogalactopiranosido) 10 mM y se incubaron a 29°C durante 16 h. Las clonas
positivas (color blanco) fueron seleccionadas y resembradas en el mismo medio; de
aqui, por lo menos 20 clonas fueron elegidas al azar para extraerles el plasmido.

Aislamiento del plasmido en pequena escala (Miniprep).

Para comprobar la presencia del gen amplificado dentro del plasmido pGEM-T-Easy
Vector, se aisl6 al plasmido recombinante en pequefa escala y se realizé un analisis
por restriccion. Para ello las colonias fueron inoculadas en 3 mL de medio LB con
Amp 100 pg/mL e incubadas a 37°C con agitacion de 180 rpm por 12 horas. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacion, las células se recuperaron por
centrifugacion a 4°C, 13 000 rpm por 10 min (Eppendorf Centrifuge 5425), se
resuspendieron en 200 pL de solucién A (Apéndice C) fria (4°C), se agregaron 400
ML de la solucién B (Apéndice C) preparada en fresco y se incubd 5 minutos en hielo.
Posteriormente se adicionaron 300 pL de solucion C (Apéndice C) fria se agito y se
centrifugé a 13 000 rpm a 4°C por 20 min (Eppendorf Centrifuge 5425). Al
sobrenadante se le agregaron 2 volumenes de isopropanol y el DNA se dejo
precipitar durante 25 minutos a temperatura ambiente. La suspension se centrifugo
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a 13 000 rpm durante 30 min (4°C) (Eppendorf Centrifuge 5425), el botdn obtenido
se lavo con 300 pL de EtOH al 70% y se centrifugd por 10 minutos a 13000 rpm. Se
descarto el sobrenadante, el DNA se secé y resuspendié en 20 puL de agua, para
después ser incubado por 1 h a 40°C con RNAsa a una concentracién de 50 ug/mL
y posteriormente a 37°C con proteinasa K, 25 pg/mL a partir de un stock de 100
pg/mL. Después de la incubacion, se lavé 1 vez con un volumen de fenol-cloroformo
y 2 veces con cloroformo: alcohol isoamilico.

Anadlisis de restriccion (patron de corte) con la enzima EcoRI

El analisis de restriccion de los plasmidos se realiz6 con la enzima EcoRl (Invitrogen),
esta enzima permite la liberacion del fragmento (previa verificacion), el cual no tiene
sitios de restriccion para esta enzima. Una vez que se obtuvo la colonia que contiene
al plasmido recombinante, se escald la técnica anterior a un volumen de 100 mL de
medio de cultivo (Midiprep). Después de la incubacion con RNAsa, se afadio
proteinasa K a una concentracién de 100 pg/ml y se incub6 durante 1 h a 37°C.
Posteriormente, se realizaron dos extracciones con fenol-cloroformo (1:1) y dos mas
con cloroformo-alcohol isoamilico (1:1). EI DNA se precipitd agregando a la fase
acuosa 1/10 vol. NaCl 5 M y 1 vol. de isopropanol, se incubd a temperatura ambiente
25 minutos y se centrifugé a 13 000 rpm por 30 minutos (Eppendorf Centrifuge
5425), posteriormente el DNA fue lavado con 500 pL de EtOH al 70% y se centrifugd
10 minutos a 13 000 rpm. Al eliminar el sobrenadante el boton se seco
perfectamente para ser resuspendido en 50 uL de agua y nuevamente se realiz6 el
analisis de restriccion.

Purificacion de plasmidos y bandas ADN a partir del gel de agarosa.

Una vez terminada la electroforesis en gel con la muestra resultante de plasmidos
(digeridos respectivamente); se cortaron las bandas de interés a partir de gel de
agarosa al 0.8% de electroforésis, y se colocaron en columnas de fibra de vidrio
adaptada a tubos eppendorf de 1.5mL, éstas se centrifugaron por 1 min a 3 000 rpm
por dos veces, el filtrado se recolecta y se extrae dos veces con fenol-cloroformo
(1:1), y dos mas con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). EI DNA recuperado se
precipita de la fase acuosa agregando 1/10 de volumen de NaCl 1 M y 2 volumenes
de EtOH absoluto, se deja precipitar 20 min y se centrifuga 30 min a 13 000 rpm. El
botén de DNA se lava con EtOH 70%, se deja secar perfectamente y se resuspende
en 10 pL de agua.
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Secuenciacion.

El fragmento de DNA clonado en el plasmido pGEM-T-Easy se secuencié en los
laboratorios Laragen (USA) en ambas direcciones (5'—> 3’y 3'—> 5’ ) por el método
de didesoxiterminacion de la cadena, usando como primers T7 y SP6 que flanquean
el sitio multiple de clonacién de este plasmido. El analisis de la secuencia obtenida
se realizd6 con ayuda del software de la base de datos del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI) de Estados Unidos.

Vigilancia y actualizacion bioinformatica utilizando las secuencias de
nucleétidos del gen sco2727.

La obtencién de secuencias en formato FASTA se realizé en la pagina software de
la base de datos del Centro Nacional de Informacién Biotecnologica (NCBI) de
Estados Unidos.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Amplificacion del gen sco2727 por PCR.

En la figura 16 se presenta la electroforesis en gel de agarosa, del producto de la
reaccion en cadena de polimerasa PCR. Las tres bandas corresponden la obtencion
de copias del gen sco2127 que incluye su region promotora.
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Figura 16. Electroforesis del gen sc02127 obtenido por PCR usando como templado DNA genémico
de Streptomyces coelicolor M145. El gen sco2127 tiene un tamafo de 576 pb. El fragmento que se
observa en los 3 carriles tiene un tamafio aproximado de 714 pb pues el disefio de los

oligonucledtidos incluye la region promotora de sco2127 (68 pares de bases y la region de 70pb
entre sco2128 y sc02127).

Este producto de PCR se extrajo del gel de agarosa y se inserté en el plasmido
pGEM®-T-Easy para su clonacion y posterior secuenciacion, para finalmente
comprobar que el amplificado de PCR correspondia a sco2127.
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8.2 Clonacion del gen sco2727 en el vector pGEM®-T-Easy.

Después de la reaccidon de ligacion se transformd por electroporacién en E. coli
JM109 y se aislaron las colonias blancas resistentes a ampicilina, para
posteriormente extraer el DNA plasmidico total de dichas cepas y verificar por
analisis de restriccion y electroforesis en agarosa, que el fragmento del tamano
correspondiente a sco2127 se hallaba en el plasmido pGEM2127, de tal manera que
se pudiera enviar a secuenciar para confirmacion final.
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Figura 17. Electroforesis (gel de agarosa) de digestion de pGEM2127. Se muestra la liberacién de
$c02127 por de restriccion con EcoRI. Después de realizar el aislamiento de DNA plasmidico por
maxiprep. sco2127 se extrajo directamente del gel para integrarlo posteriormente a pSET152 por
reaccion de ligacion.

Los resultados de la secuenciacion demostraron que la banda liberada de
pGEM2127 corresponde al gen sco2127. Para poder insertar el gen sco2127 se
agregaron sitios de restriccion especificos para que concordaran con los sitios de
restriccion policlonal (polilinker) de pSET152.
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8.3 Construccion de pSET2127

Una vez realizadas las digestiones apropiadas, tanto de pSET152 y pGEM2127, se
realizo la reaccion de ligacidn para integrar el gen sco2127 en el plasmido pSET152,
como se muestra en la figura 18 después de un ensayo de restriccion se consiguio
obtener el plasmido pSET2127.
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Figura 18. Construccién del plasmido pSET2127. El vector construido pSET2127, es un plasmido
de bajo nimero de copias, el cual contiene un gen de resistencia a apramicina (Bierman et al.,
1992), un gen de integracion al genoma del fago ¢C31, el cual se integra a sitios attP en el genoma
de S. coelicolor (Se ha reportado que no afectan regiones esenciales en el genoma de este
género).Este plasmido contiene el gen sco2127 con su regién promotora incluida, es integrativo al
genoma y confiere resistencia a apramicina como marcador de seleccion. Se muestra que contiene
el fragmento a del gen lacZ donde se encuentra el sitio de insercion policlonal, mismo al que por
reaccion de ligacion se introdujo el gen sco2127.

Debido a que la CGM Asco2127::apra contenia en su genoma el gen de resistencia
a apramicina como marcador de seleccion, se decidié sustituir dicho gen (apra), del
vector pSET2127 cambiandolo por el gen de resistencia a higromicina. Este ultimo
se obtendria del vector pMS82 (Gregory et al.,2003). Para ello se disefiaron
oligonucledtidos cebadores basandonos en la secuencia del gen en cuestion,
agregando sitios de corte compatibles con los sitios disponibles en pMS82 (mismos
que deletaban el 60% del gen de resistencia a apramicina en pSET152).
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8.4 Amplificaciéon incompleta del gen de higromicina.

En la figura 19 se muestra la electroforesis del producto obtenido por PCR, usando
como templado el plasmido pMS82, para el gen de higromicina. El tamano del
amplificado era el correcto, por lo que se decidio al clonar en pGEM®-T-Easy para
enviar a secuenciar; los resultados del amplificado reportaron que correspondia al

gen de higromicina, sin embargo, estaba incompleto.
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Figura 19. identificacion del gen de higromicina. Se presenta la liberacion del fragmento del plasmido
pGEM-T easy con una ligera diferencia de tamafio, el fragmento fue liberado con la enzima Eco RI.

La secuencia indica que el gen de higromicna estaba incompleto.

Afortunadamente para entonces se desarrolld la CGM Asco2127 cicatriz, por lo que
ya no fue necesario obtener el gen de higromicina para construir el plasmido

pSETH2127.
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8.5 La CGM Asco2127cicaftriz en efecto carecen del gen deletado.
Se comprobd que la CGM AscoZ2127cicatriz ya no contenia el gen de resistencia
apramicina. Utilizando los primers (Figura 20) proporcionados por nuestra
colaboradora, la Dra. Angela Forero y el ADN gendémico de la CGM cicatriz por el
Dr. Luis Servin, como controles se utilizaron el ADN gendmico de la cepa WT (tipo
silvestre) M145, el cosmido SC6E 710 (biblioteca gendmica) y el ADN gendémico de la
CGM que aun contenia el gen de resistencia a apramicina que también fue
proporcionado por la Dra. Angela Forero. Por PCR se amplificaron las regiones

correspondientes. Rt e
Control A Control

IR SEIAY S0k tes|

-

3000 pb
2500 pb |
2000 pb

1500 pb

L

1000 pb -
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa PCR de productos cicatriz. En el primer carril se
encuentra el marcador de peso molecular; carril 2 control: el producto PCR obtenido usando como
templado ADN gendmico de S. coelicolor WT M145, se esperaba un producto de amplificacion de
1004 pb, como se observa su tamafio corresponde. En el carril 3 se observa el producto de PCR
obtenido usando como templado el ADN gendémico de la CGM de S. coelicolor que contiene el gen
de resistencia a apramicina de 1804 pb en lugar del gen sc02127. En el carril 4 y 5 se presentan los
productos obtenidos usando como templado de amplificacién el ADN gendémico de dos cepas CGM
carentes de sc02127 que presentan una secuencia cicatriz de 500 pb en su lugar. En el carril 6 se
observa otro control, el producto obtenido usando como ADN molde el cosmido SC6E10.

Los productos de PCR obtenidos en el carril 4 y 5 se extrajeron directamente del gel
de agarosa y se ligo al vector para productos de PCR pGEM-T easy, con el fin de
clonarlo y posteriormente secuenciar para verificar la secuencia cicatriz (figura 21).

1.130 sco2128 831.976 sco2126
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Figura 21. Mapa de amplificacién por PCR para verificar la ausencia sco2127 y el gen de resistencia
a apramicina. a) la cepa silvestre M145 y b) la CGM Asco2127.
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8.6 Obtencion de variantes cortas de sco2727 por PCR

Para continuar con la estrategia de identificacion de posibles dominios o regiones
funcionales del gen sco2127, se desarrollaron versiones mas cortas del gen, a la
espera de la deteccion de alteraciones en el fenotipo, atribuibles a la ausencia de
dicho gen en Asco2127. Dichos efectos especificos se usarian como reporteros para
identificar la regién de la proteina o residuos de aminoacidos que confirieran una
funcion a SC0O2127.
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Figura 22. Electroforesis de los productos PCR de las versiones cortas de sco2127. Usando como
plataforma el plasmido pSET2127, se realizaron ensayos de reacciones en cadena de polimerasa,
para hacer fragmentos de sco2127 que carecieran de las hélices alfa predichas en el analisis
bioinformatico. En la figura se muestra la electroforesis de los fragmentos resultantes del PCR y el
esquema de la estrategia de analisis.

La hipotesis del presente trabajo es que el gen sco2127 tiene una funcion cuya
actividad influye en la Represion Catabdlica por Glucosa y que la produccion de
actinorrodina, sujeta a dicha represion en Streptomyces coelicolor, puede funcionar
como sefal colorida para identificar la sensibilidad a RCG en una CGM Asco2127.
La razdn para realizar versiones cortas del gen sco2127, tiene su fundamento en la
idea de que la region o dominio del gen se encuentra en la region amino terminal de
la proteina SCO2127; pues de acuerdo con la investigacion bioinformatica (mas
adelante indicada). Para poder continuar con la identificaciéon de la funcion de
sco2127 se analizo el fenotipo de las CGM Asco2127::apra y Asco2127cicatriz.
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8.7 Streptomyces coelicolor Asco2127 ::apra presenta

sobreproduccion de actinorrodina.
Antes de recibir la CGM cicatriz se nos proporciono la CGM Streptomyces coelicolor
Asco2127:apra la cual presentaba una sobreproduccion de actinorrodina en
comparacion con la cepa tipo silvestre M145 de Streptomyces coelicolor (Figura
23) cuando se hacia crecer en medio complejo YMG.

Streptomyces coelicolor Asco2127 ::apra crecida en YMG liquido 48 horas
complementados con apramicina [5uL] a [100uL] de izquierda a derecha

Lo

S. coelicolor Asco2127 ::apra crecimiento
de 24 horas en medio minimo sélido y S. coelicolor M145 crecimiento de 24 horas en
liquido a partir de micelio medio minimo sdlido y liquido a partir de micelio

Figura 23. Sobreproduccién de actinorrodina en la CGM Asc02127 ::apra. A) Se muestra Asc02127
::apra crecida en medio YMG complementado con apramicina: de izquierda a derecha los 2 primeros
matraces complementados con 5uL de apramicina, los pares siguientes con 20puL, 50uL y 100uL
respectivamente. B) Crecimiento de Asco2127 ::apra en medio liquido sin apramicina después de 24
horas. C) CGM Asco02127 ::apra en medio sélido minimo sin apramicina con 100mM de glucosa
después de 24 horas de crecimiento D) Cepa tipo wt M145 Streptomyces coelicolor crecida en medio
minimo solido con 100mM de glucosa. F) Cepa tipo wt M145 Streptomyces coelicolor crecida en
medio YMG después de 24 horas.

La evidente sobreproduccion del pigmento actinorrodina en la CGM Asco2127 ::apra
parece corresponder con la hipotesis de que sco2127 tiene un papel en la RCC.
Siguiendo con esta idea parece ser que la eliminacion del gen del genoma de
Streptomyces coelicolor, la hace insensible a la presencia de glucosa en el medio
de cultivo (Figura 23 A), B) y C)) y consecuentemente permite la produccion de
metabolitos especializados sujetos a represion catabdlica por glucosa (RCG).
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8.8 Streptomyces coelicolor Asco2127cicatriz presenta una
disminucion en la produccién de actinorrodina.

En contraste con lo observado en la CGM Asco2127::apra la CGM Asco2127cicatriz
presentd una disminucion en su produccion del pigmento azul actinorrodina. Se
encontro que la CGM Asco2127 produjo menos actinorrodina que su parental M145.
No obstante que la formacion del pigmento inicio a las 48 h en ambos cultivos, a las
72 h la CGM mostré una disminucion del 90% en la formacién de actinorrodina con
respecto a la cepa silvestre (Tierrafria et al. 2016).

70

60

50

40

nmol ACT/mg peso seco

Figura 24. Produccién de actinorrodina cepa tipo silvestre M145 y la CGM Asco02127 de
Streptomyces coelicolor en medio rico adicionado con arabinosa (55 mM) como Unica fuente de
carbono.

Esta disminucion se mantuvo sin importar el incremento en la concentracion de
glucosa como fuente de carbono adicional, lo que permite descarta la posibilidad
de que el gen sco2127 sea el Unico responsable de la represion por carbono en S.
coelicolor.
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8.9 La delecidon de sco2727 parece afectar el crecimiento de S.
coelicolor.

Comparando cinéticas de crecimiento con peso seco (datos no mostrados), no se
encontraron diferencias significativas entre el crecimiento de M145 vs
Asco2127::apra o Asco2127 de Streptomyces coelicolor, en medio complejo YMG.
Sin embargo, Tierrafria et al. (2016) (comunicacién directa) encontraron que las
cepas de estudio se cultivaron en 50 mL de medio rico adicionado con arabinosa
como unica fuente de carbono. Mostraba que la cepa silvestre M145 alcanzo la fase
de crecimiento exponencial a las 16 h de cultivo, mientras que la CGM Asco2127 lo
hizo hasta las 24 h, es decir, la CGM mostro un retraso de 8 h en alcanzar la fase de
crecimiento exponencial que posiblemente ocasioné una disminucion en la biomasa
final del cultivo comparado con la cepa silvestre M145 (Figura 25). Esta observacion
sugiere que el producto del gen sco2127 juega algun papel en el crecimiento de S.
coelicolor.
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Figura 25. Crecimiento de la cepa silvestre M145 y la CGM Asc02127 en medio R5 adicionado con
arabinosa 55 mM como Unica fuente de carbono.
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8.9.1Streptomyces coelicolor Asco2127 transformada con el
PSET2127 presenta reversion de fenotipo en medio complejo
solido.

Ademas de lo descrito hasta aqui, se observd que la CGM presentaba diferencias
en la capacidad de esporulacién en medio solido. Tal y como describe Forero et al.
(2012), en su desarrollo morfolégico. Se realizaron las transformaciones con el
plasmido pSET2127, buscando revertir el fenotipo observado en cultivo sdélido, hasta
ese momento.

72 horas de incubacion a
30°c MEDIO MS

S. coelicolor
Tipo silvestre WT M145

S. coelicolo
ASC02127 +
pSET2127

S. coelicolor
Asc02127+pSET152

S. coelicolor
M145+pSET2127 ASsc02127

Figura 26. Diferencias en la esporulacién de la cepa silvestre M145 y la CGM Asc02127 en medio

De acuerdo con nuestros resultados, el retardo en la esporulacion se puede
entender como parte de un proceso de RCC, pues finalmente fue en presencia de
glucosa que se observé dicho fenotipo en la CGM carente de sco2127.

La RCC también reprime la produccion de antibidticos (Sanchez et al.,2010). En el
suelo, los azucares se controlan de cerca y la presencia de nutrientes de alta energia
promueve el crecimiento y suprime los procesos de desarrollo, asi como la
produccion de antibidticos, por lo que muchos antibidticos estan sujetos a CCR
(Hostalek, 1980; Sanchez et al.,2010).

Los ejemplos incluyen la produccion de cloranfenicol por Streptomyces
venezuelae (Bhatnagar et al ., 1988 ), cephamycin por Streptomyces clavuligerus
(Cortes et al ., 1986 ), eritromicina por Saccharopolyspora erythraea (Escalante et
al ., 1982 ) y estreptomicina porStreptomyces griseus (Demain and Inamine, 1970).
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En el caso de la CGM carente de sco2127 que ademas tenia el gen de resistencia a
apramicina en su genoma esto no parecia corresponder en medio liquido o sélido
pues sobre producia actinorrodina (observacion a nivel cualitativo).

Por otro lado, cuando se eliminoé dicho casete (gen) de resistencia a apramicina por
la Dra. Forero y nos fue posible evaluar a la CGM, esta presentaba un retardo en su
desarrollo morfolégico y una disminucién de actinorrodina, lo que nos hace pensar
que posiblemente la diferencia entre ambas CGMs se debia a la presencia del gen
de resistencia apra mas que a la presencia o ausencia de sco2127.

No obstante, lo anterior, cuando se transformé a la cepa silvestre con el plasmido
pSET2127, se observd una mayor produccion de esporas, como si su desarrollo
estuviera acelerado (figura 26).

Esto se debe sin duda al gen sco2127 pues cuando se transformé a la CGM carente
del gen (Asco2127) se consiguio un fenotipo similar a la cepa tipo silvestre, aunque
esta presentaba una esporulacion normal (figura 26).

Respecto a la produccioén de actinorrodina, en la CGM con resistencia a apramicina
se observaba una sobreproduccién en medio liquido, sin embargo, cuando se
obtuvo la CGM cicatriz esto se revirtio.

La produccion de actinorrodina esta sujeta a multiples factores y regulaciones, no
es posible atribuirle a un solo gen su actividad de forma directa, pues como se
describe a continuacién el metabolismo y produccion de metabolitos especializados
en Streptomyces depende de multiples redes de interaccion molecular.

En Streptomyces lividans , la glucosa inhibe la produccién de actinorrodina al
reprimir el gen afsR2 , que codifica una proteina reguladora global involucrada en la
activacion de la biosintesis de metabolitos especializados en diversas especies
de Streptomyces (Kim et al ., 2001 ).

En S. coelicolor, el homoélogo de AfsR2, AfsS, se une a una proteina de union a soluto
secretada putativa codificada por SCO6569. La sobreexpresion de esta proteina
recién caracterizada redujo significativamente la produccion de actinorrodina,
mientras que la alteracion de los genes condujo a la produccion acelerada de
antibidticos (Lee et al., 2009).

Esto sugiere que SCO6569 es un regulador descendente dependiente de AfsS de
la produccién de actinorrodina en S. coelicolor. El flujo de carbono a través de la
glucdlisis también influye en la produccién de antibidticos. La eliminacion de pfkA2,
que codifica una de las tres fosfofructoquinasas en S. coelicolor , conduce a una
mayor produccién de los antibidticos pigmentados actinorrodina vy
undecilprodigiosina (Borodina et al ., 2008 ).
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Las simulaciones metabdlicas a escala gendmica sugirieron que la disminucién de
la actividad de la fosfofructoquinasa conduce a un aumento en el flujo a través de la
via de fosfato de pentosa, que luego estimula el flujo hacia los antibidticos
pigmentados (Borodina et al. 2008).

Se sabe que en Streptomyces coelicolor existe una red de regulacion muy intrincada
que controla la produccidén de antibidticos. En la Figura 27 se presentan como
flechas verdes gruesas la activacion de la produccion de antibiéticos y la represion
mediante lineas rojas gruesas con una elipse.
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Figura 27. Redes reguladoras de nutrientes que controlan la produccién de antibidticos en S.
coelicolor (Obtenido de Urem et al. 2016). Las redes reguladoras globales traducen las sefales
ambientales y el estado metabdlico de la célula a respuestas metabdlicas secundarias. Solo se
muestran las redes reguladoras que controlan los genes biosintéticos de actinorodina (Act) y
prodigininas (Red). La biosintesis de antibiéticos esté bajo el control de reguladores transcripcionales
especificos, situados dentro de los grupos de biosintesis, que a su vez estan bajo control global. Las
proteinas de control de carbono fundamentales se presentan como 6valos de color azul oscuro, otros
reguladores de color azul claro. Las lineas de puntos indican incertidumbre de control (directa o
indirecta).

Ademas del control regulador de la produccion de antibiéticos, Los reguladores
globales de la transcripcion también controlan las enzimas involucradas en las vias
metabdlicas, asi como otros reguladores globales de la transcripcion. Esto esta
representado por lineas finas; Control positivo por flechas verdes, control negativo
por lineas naranjas con una elipse. RCC, represion del catabolito de carbono, muerte
celular programada. Las lineas rojas discontinuas indican la inhibicion por ligandos
(Rok7B7 por azucares C5 (C5); DasR por GIcN-6P).
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En Streptomyces, el GIcN-6P desempefia muchas funciones clave, incluido un papel
central en el control de la produccion de antibidticos, que conecta directamente el
control del metabolismo primario con el del metabolismo secundario. GIcN-6P, junto
con GIcNAc-6P, actua como un efector alostérico del regulador sensorial de
nutrientes DasR.

La estructura cristalina de DasR en S. coelicolor y su ortdlogo distante NagR de
Bacillus subtilis en complejo con GIcN (Ac) -6P se han dilucidado (Fillenberg et al.,
2015; Fillenberg et al., 2016). DasR deriva su nombre del operon dasABC adyacente
involucrado en metabolismo de N - N'-Diacetylchitobiose (GIcNAc), pero también es
importante para el desarrollo (das del inglés deficient aerial and sporulation para
deficiente en micelio aéreo y la formacion de esporas) (Seo et al., 2002; Colson et
al., 2008). DasR es un represor de la familia GntR con un papel pleiotrépico en la
regulacion del metabolismo primario, el desarrollo y la produccion de antibiéticos. El
extenso analisis del régimen DasR mostré que DasR controla directamente genes,
nag y chi. (para el sistema quitinolitico) y reprime la produccion de antibiéticos
mediante la union directa a las regiones promotoras de los genes reguladores
especificos de la via para todos los grupos de genes biosintéticos de antibidticos en
S. coelicolor (Rigali et al., 2006; Rigali et al., 2008; Nazari et al., 2012; Swiatek-
Polatynska et al., 2015). Un papel pleiotropico similar de DasR también se ha
informado en el productor de eritromicina Saccharopolyspora erythraea (Liao et al.,
2015). Recientemente, también se demostré que DasR reprime indirectamente la
biosintesis de sideroforos quelantes de hierro mediante el control directo del
regulador de la homeostasis del hierro dmdR1 en S. coelicolor (Craig et al .2012;
Lambert et al., 2014).

Recientemente se establecio un nuevo vinculo entre el metabolismo C y el N, cuando
se demostrdé que GInR no solo controla el metabolismo del nitrdgeno, sino también
la captacion y el metabolismo del carbono (Liao et al., 2015). S. coelicolor puede
usar una amplia gama de fuentes de nitrégeno, incluyendo amoniaco, nitrato (Wang
y Zhao, 2019), nitrito, urea (Tiffert et al.,2008), amino azucares y aminoacidos
(Reuther y Wohlleben,2007). La utilizacion de diferentes fuentes de nitrogeno esta
controlada por el regulador de respuesta huérfano GInR cuya expresion génica es
dependiente del nitrogeno (Tiffert et al., 2008). En Saccharopolyspora erythraea , la
mayoria de los transportadores ABC estan bajo control de GInR y su alteracién
conduce a un deterioro en el crecimiento de los azucares, incluida la maltosa,
manitol, manosa, sorbitol y trehalosa (Liaoet al. 2015) y en su analisis
transcripcional de CCR en S. coelicolor , Romero - Rodriguez y sus colegas también
observaron la regulacion positiva de GInR por la glucosa (Romero - Rodriguez et
al.,2016).
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8.9.2 La proteina SCO2127 presenta caracteristicas similares a una
proteina/sensor citoplasmatico.

Reconociendo que la proteina SCO2127 hipotética presenta probables estructuras
secundarias a hélices y que estas estructuras podrian formar un dominio, se
realizaron corridas de busqueda en programas disponibles para reconocer dichos
dominios que; si bien no podrian predecir la funcion de la proteina completamente,
pueden ayudar a explicar los efectos del gen en el fendbmeno de RCC reportados
anteriormente.

La razén para buscar dominios radica en que la proteina no se parece a nada
reportado con una funcion conocida, pero tal vez secuencias pequenas de 10 a 20
residuos de aminoacidos podrian tener algun parecido con otros dominios
reportados dado su tamano aun mas pequeno que el de una proteina completa.

El andlisis bioinformatico basico de la proteina hipotética SC0O2127, Con el programa
CLC WorkBench (2008), predice una estructura secundaria conformada por 7 a
hélices. Los dominios a los que tiene semejanza son adh_short (Figura 28) que es
un dominio de la cadena corta de la familia de las deshidrogenasas. Se encontré
semejanzas con un dominio DAO, que pertenece a una oxidorreductasa
dependiente de FAD. Asi mismo se encontrd similitud con un dominio GGDE que
pertenece a una diguanilato ciclasa. SC0O2127 contiene 191 aminoacidos y esta
altamente conservado en miembros del género Streptomyces

Halix

SCOo212r-2

Figura 28. Prediccién de dominios y estructuras secundarias de la proteina SC0O2127. Se pueden
observar 7 posibles a hélices, asi como tres posibles dominios denominados como ad_short,

GGDEF y DAO.

En la base de datos NCBI se indica que SC0O2127 pertenece a una familia clasificada
como DUF (Domain Unknown Funtion), ampliamente conservada entre los genomas
reportados de las especies del género Streptomyces, también comparte similitudes
parciales con dominios CHASE (Common Extracellular Sensory Domains in
transmembrane receptors for diverse signal transduction pathways in bacteria and
archaea), Especificamente los dominios CHASE se encuentran en cinasas histidina,
adenilato ciclasas, posibles diguanilato ciclasas/fosfodiesterasas y proteinas
sensoras de grupos hemo (hemotaxis).
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Recordemos que un dominio es la unidad estructural y funcional mas pequena capaz
de evolucionar y plegarse de forma independiente dentro de la proteina a la que
pertenece. En este sentido las regiones de baja complejidad identificadas por
SMART (ver ANEXO A) a pesar de no encontrarse anotadas (dentro de las bases de
datos) con una funcion determinada, podrian tener funciones especificas que
contribuyen a la intervencion de SC0O2127 en los fenomenos de RCC descritos
anteriormente.

Utilizando SMART para la identificacion de dominios utilizando la secuencia de
aminoacidos de SC0O2127. Mostré que las secuencias de aminoacidos altamente
conservadas en la proteina SC0O2127 pertenecen a los aminoacidos a hélices y
aunque el programa los clasifica como regiones de poca complejidad, especulamos
que estas secuencias de aminoacidos podrian formar dominios dentro de la proteina
SC02127.

Si se desea establecer regiones funcionales de la proteina estas secuencias son los
candidatos ideales, que se pueden deletar o mutar en la familia de genes y
seguramente se podra modificar o afectar su actividad. Teniendo la CGM delta
sco2127 se pueden realizar experimentos para identificar estas mutaciones e
identificar si estas regiones funcionales le confieren la actividad al gen.

CATH (ver Anexo A) mostré que la secuencia SC0O2127 tenia algunas regiones
similares a la proteina Aldolasa que se encuentra casi en el centro de la proteina
SC02127.

En segundo lugar, se identifica una region similar a una proteina Aldo/Ceto reductasa
(oxidorreductasa NADP-dependente) cuya estructura presenta regiones
transmembranales. La proteina de referencia se obtuvo de E. coli. En tercer y cuarto
lugar, otras Aldo/Ceto reductasa, cuya estructura presenta regiones
transmembranales a hélices y hojas beta Barril.

En quinto lugar, en una regién cercana al extremo amino terminal de la proteina se
encontré similitud con una peptidasa cuyo inhibidor pertenece a un actinomiceto. La
informacion obtenida del sistema CATH afortunadamente cae dentro del Dominio
Bacteria, lo que nos da mayor confianza en la probable funcién de la proteina.

Tierrafria et al. (2016) reportaron que la CGM Asco2127 de Streptomyces coelicolor
presentaba un retardo en su desarrollo morfolégico, (lo que concuerda con la
hipbtesis de que sco2127 es una proteina sefalizadora de la condicidn energética
intracelular, especificamente de la presencia de glucosa en Streptomyces) ademas
de mostrar una baja produccion de actinorrodina.

Por otro lado, el reporte Tierrafria et al. (2016) identifica en su analisis protedmico
que dicha CGM mostraba un incremento en la concentracién intracelular de enzimas
relacionadas con la gluconeogénesis, asi como una disminucion de proteinas
relacionadas con glucdlisis y la acetil-CoA carboxilasa (lo que concuerda con los
dominios putativos encontrados para SC0O2127).
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Asi mismo se concluye en dicho trabajo que la disminucion en la produccion de
actinorrodina se debia probablemente a las altas concentraciones de oxido nitrico
(citotoxico) presente por la acumulacién de nitritos, que de acuerdo con Weiss
(2006) provocan un retraso en el desarrollo de S. coelicolor.

Esto contrasta con el reporte de Romero et al. (2016) en el que se reporta que la
glucosa incrementa el flujo de actividad de las enzimas de glucolisis y la ruta de
pentosa fosfatasa pero la gluconeogénesis fue inhibida. Asi mismo se reporta que la
glucosa genera RC para algunos probables transportadores y la trascripcion de
enzimas que catalizan la utilizacidén de fuentes alternativas de carbono.

Ademas, los autores concluyen que, aunque la glucosa por si misma generaba RC
contra la agarasa (Angel et al. 1992) su influencia no es tan global como se tenia
pensado de acuerdo a su resultados. De acuerdo con esto, proponemos
(especulando) que SC0O2127 es una proteina que interviene en el transporte de
glucosa como un sensor intracelular (Ver modelo en Anexo B) . Como argumento
retomamos lo descrito anteriormente:

En S. coelicolor y S. peucetius var. caesius se obtuvieron mutantes insensibles a
RCC con una actividad glucosa cinasa similar a las de las cepas tipo silvestre
respectivamente (Ramos et al. 2004), descartando que hubiera una relacion directa
entre la actividad glucosa cinasa y la RCC.

Adicionalmente, estos resultados confirmaron que ni el gen glk, ni la actividad
glucosa cinasa (por si solos) eran responsables de la RCC. De acuerdo con lo
anterior, la secuencia del gen glk de distintas mutantes insensibles a RCC, no
presentaba deleciones ni mutaciones puntuales.

A pesar de esto y con la intencién de identificar algun vinculo entre el fendmeno de
regulacion por carbono y el fenotipo de las cepas insensibles a dicho proceso, se
midio el transporte de glucosa en dichas mutantes insensibles a RCC.

Este analisis reveld que, a diferencia de la cepa silvestre, las mutantes de S.
peucetius var. caesius insensibles a RCC mostraban una disminucion considerable
en el transporte de glucosa (Ramos et al. 2004), lo cual advertia la presencia de una
correlacion directa entre el fendmeno de RCC vy el transporte de glucosa.

De aqui se desprende la hipétesis de que la funcion de SC0O2127 es la de sensar la
presencia de glucosa-6-P, pues un mecanismo posible implica que SC0O2127
interactua con Glk y GIcP cuando forman el complejo Glk/GIcP cerca de la
membrana (Anexo B).

En el 2007, van Wezel et al., propusieron que la cantidad de proteina Glk es mas o
menos independiente de la fase de crecimiento, pero su actividad catalitica depende
de la presencia de glucosa en el medio (van Wezel et al., 2007). Asimismo, reportan
que el transporte de glucosa y la actividad de Glk presentan perfiles similares, lo que
indica una posible relacion funcional entre ellos. Prueba de ello es que la
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incorporacion de glucosa en una cepa mutada en GIk decae drasticamente (van
Wezel et al., 2007). Para examinar si Glk se une a GIcP, se realizaron pruebas de
western blot con anticuerpos anti-Glk, mostrando que cuando las células son
crecidas en glicerol como unica fuente de carbono, la Glk es encontrada unicamente
en la fraccion citoplasmica, pero cuando las células se crecen en glucosa, una
cantidad significativa de Glk es encontrada en la fraccion membranal.

Esta observacion ha generado un modelo en el que se propone que el tetramero de
la Glk forma un complejo con la proteina de transporte de glucosa gIcP en la
membrana celular, mientras que la forma citoplasmica de la Glk actua en respuesta
a la presencia de glucosa, ATP u otros metabolitos aun desconocidos (van Wezel et
al., 2007). Volviendo a sco2127 es sorprendente (dada la gran cantidad de
informacion y bases de datos disponibles) que la proteina SC0O2127 no presente
similitudes significativas con algun gen o proteina de los que se conozca su funcion.
La eliminacién o mutacion de glkA da como resultado la pérdida de la capacidad
para utilizar glucosa, asi como la pérdida de represion catabdlica por glucosa de los
genes controlados por otros catabolitos, incluidos aquellos para la utilizacion de agar
(dagA ), glicerol ( gyICABX) , galactosa ( galP ), maltosa ( malEFG ) y quitina ( chi )
(Angell et al ., 1992 ; Angell et al ., 1994 ; Hindle y Smith, 1994 ; van Wezel et
al .,1997 ; Saito et al .,2000 ). ; Como es que SCO2127 participa en estos procesos?
Eso esta aun por descubrirse.

La actividad enzimatica de Glk depende en gran medida de la fuente de carbono y
de la fase de crecimiento, con una alta actividad de Glk en cultivos de glucosa y baja
actividad en cultivos de la fuente de carbono no represora manitol, por lo que la
actividad de Glk se modula a través de metabolitos dependientes Activacién y / o
modificacion post-traduccional de la enzima (van Wezel et al.,2007 ). Por esto ultimo
proponemos que SCO02127 tiene algo que ver con esta modificacion
postraduccional (ver modelo Anexo B). En Streptomyces lividans, se ha reportado
una proteina reguladora que participa en la RCC de la produccién actinorrodina. En
este microorganismo, la glucosa inhibe la produccién de antibiético mediante la
represion de la sintesis de mRNA de afsR2, que codifica una proteina reguladora
global implicada en la estimulacién de la biosintesis de metabolitos secundarios (Kim
et al. 2001). Lee et al. 2009 sugiere que esta proteina es un regulador rio abajo
dependiente de AfsR2 para la biosintesis de actinorrodina en S. coelicolor. De este
modo, aunque la funcién del gen sco2127 aun se desconoce, su co-transcripcion
con glkA sugiere que existe una conexién funcional entre los dos productos.

Por otro lado la sobreproduccion del pigmento azul por parte de la CGM
Streptomyces coelicolor Asco2127::apra podria tener aplicaciones industriales, ya
que el pigmento ha demostrado en pruebas preliminares la capacidad para tenir
textiles diversos con un ahorro significativo en el uso de agua. Esto sin duda podria
tener un impacto positivo en la sustentabilidad de la posible utilizacion a nivel
industrial de este pigmento bacteriano.
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9. CONCLUSIONES:

e La proteina SC0O2127 esta involucrada RCG en Streptomyces coelicolor,

pero el mecanismo de accion es aun desconocido.
e Existen diferencias en la regulacion de la produccion del pigmento
actinorrodina y esporulacion entre las CGMs: Asco2127::apra; Asco2127 y la

cepa tipo silvestre Streptomyces coelicolor M145.

o SCO02127 presenta caracteristicas similares a una proteina/sensor

citoplasmico.
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10. PERSPECTIVAS

Realizar ensayos experimentales para comprobar actividades enzimaticas
correspondientes con los dominios putativos encontrados para SC0O2127 en

el analisis bioinformatico de este trabajo.

Disenar experimentos para determinar la posibilidad de que el PTS en
Streptomyces tenga un papel global en la RCC interactuando con

metabolitos intermediarios de glucolisis.

Mutacion del gen homdlogo a sco2127 en Streptomyces peucetius var.

caesius y comparar de su fenotipo con las mutantes DogR
Cuantificacion de otros metabolitos secundarios (ej. Undecilprodigiosina y
antibidtico dependiente de calcio) producidos por la cepa silvestre de S.

coelicolor y por la CGM Asco2127.

Generacion de anticuerpos monoclonales anti-sco2127 que permitan

realizar estudios de tipo inmunohistoquimico.

Obtener, purificar y cristalizar la proteina de sco2127 y/o el posible
complejo SC0O2127/GIk/GIcP
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ANEXO A. Ubicacién del gen sco2727 dentro del genoma de
Streptomyces coelicolor; genes adyacentes; secuencias de ADN y

aminoacidos.

El genoma de S. coelicolor tiene 8,667,507pb; sco2127 se encuentra entre la
posicion 2,287,566 y 2,286,991 del genoma S. coelicolor

Figura 22. Ubicacidn aproximada del gen sco2127 en
- 3 el genoma de Streptomyces coelicolor . Modificado
5€02127 aprox. A M f :'-' de Bently Yy COI 2002.

Streptomyces
coelicolor
8,667,507 bp

o\*I"IIITlI

"%7
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A continuacion, representacion grafica del contexto genético mas proximo a
sco2127. Se muestran esquematicamente las regiones codificantes del segmento
del cromosoma de S. coelicolor que colindan con sco2127 y glk

ISTART start
START sc02127 sco02125
SC02128 'glk 5c02126

sc02127-1 —

=4

Vecindario sco2127

sc02128

SCOglk sco2126

sco02125 R

Representacion del segmento del genoma de S. coelicolor que contiene a los genes inmediato
anterior (sc02128) e inmediato posterior a glkA .

Las secuencias obtenidas de la base de datos del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC _003888.37report=graph) muestran que
cada region codificante (gen hipotético) presenta un coddn de inicio y de paro para
su transcripcion.
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Secuencia completa del gen sco2127, compuesto de 576 nucledtidos sin su
promotor (resaltado en rosa); en amarillo su codon de inicio y de paro.

ATGAGCGAAGAGCTCCCCCCGTCCGAGGCCCCCCGCCCCGACGAGGCCGACGCGGTCGACGAGACGCGAGCGACCGGCGAG
ACGCGCGGGGCGGCGCAGGAGCCGGGTGCGAGCGACGCCGACGCCTGGGCGACCGCGTGCGCCGAGGACCTGGAGGCCGAG
AAGGCCCGCCGCCGGGCCGCGTACGGGCCGCCGCCCGGCTCGGCCGCCGAGGAGCTGCGCCGGCTCGTCGACACCGTCGCG
GACAAGCTGTCCGGTCTCCAGTCCCCCCTGCTCGGCCAGGTTGCCGGACCCGCCGCCCAGCAGGTGGTCCGGCAGGTCGTC
CAGCAGGCCAAGGCCGCCGTCGAACCGGTCATCGAGCGCAACCCGGACCTGTTCGACCACCTCGCCGCCGCCGGTGGTGAA
CTGCTCGCCGCCTACCGCTCCGCCGTCCAGAACCAGGAACGCCGCTGGACCACCGGGGACACCGCGCCCAAGGACCCGAGL
GACCCACGTGACCTGGACGAACGCGGCACCGACGGCCGCGACGAGGGCGACGGAGGCACCGGCCCGGGGCAGCGCATCGALC
CTGGACTGA

En la siguiente figura (abajo) se puede observar a sco2127 sin su promotor; su
region promotora se encuentra entre los nucleétidos 2,287,567 — 2,287, 635. El gen
podria codificar para una proteina de aproximadamente 20.1 kD de acuerdo con las
referencias en la base de datos origen.

START
502127 alk 5002126

1

Vecindario sco2127

| sin promotor (3c02127) |
sc02128

50021271

SCO glk sco2126

Se muestra esquematicamente al gen sco2127 sin incluir la regién promotora.

La anotacion en la base de datos del NCBI presenta al gen sco2727 como una
proteina hipotética cuya funcion es desconocida. A continuacion, se presenta la
region y secuencia que incluye la region intergen de 70 pb que seguramente incluye
el promotor de sco2127.

START
|sc0212? glk 5c02126

oo sc2121 ————

sc02128

$002127-1

SCO glk sc02126

Se muestra un esquema al gen sco2127 incluyendo su region promotora en el genoma de S.
coelicolor.

En amarillo se resaltan los codones de inicio y término, asi como los nucle6tidos
-10y -35.

CCCGCGBABECCCGEABE GCGGGECCETTCGGGTAACGTCGTARGGACGAACCGTAGTCAGGAGTCCGTCATGAGCGAAGA
GCTCCCCCCGTCCGAGGCCCCCCGCCCCGACGAGGCCGACGCGGTCGACGAGACGCGAGCGACCGGCGAGACGCGCGGGGT
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GGCGCAGGAGCCGGGTGCGAGCGACGCCGACGCCTGGGCGACCGCGTGCGCCGAGGACCTGGAGGCCGAGAAGGCCLCGLLCG
CCGGGCCGCGTACGGGCCGCCGCCCGGCTCGGCCGCCGAGGAGCTGCGCCGGCTCGTCGACACCGTCGCGGACAAGCTGTC
CGGTCTCCAGTCCCCCCTGCTCGGCCAGGTTGCCGGACCCGCCGCCCAGCAGGTGGTCCGGCAGGTCGTCCAGCAGGCCAA
GGCCGCCGTCGAACCGGTCATCGAGCGCAACCCGGACCTGTTCGACCACCTCGCCGCCGCCGGTGGTGAACTGCTCGCCGL
CTACCGCTCCGCCGTCCAGAACCAGGAACGCCGCTGGACCACCGGGGACACCGCGCCCAAGGACCCGAGCGACCCACGTGA
CCTGGACGAACGCGGCACCGACGGCCGCGACGAGGGCGACGGAGGCACCGGCCCGGGGCAGCGCATCGACCTGGACTGA

Se puede considerar que la distancia entre estos genes es también bastante corta,
lo que podria significar que se transcriben (y traducen) con poca o nula diferencia
temporal.

La distancia entre sco2127 y sco2128 es de 70 pb

START
sc02127 glk 502126

Vecindario sco2127 Gene (3C02128) =

502128

5c02127-1

8CO glk sc02126

Distancia entre sco2127 y su gen mas contiguo.

El gen sco2128 esta anotado como una proteina de 390 pb cuya funcién no ha
sido descubierta, pero presenta una similitud de 27% con la mitad amino terminal
de proteinas ATPasa transportadora activadas por arseniatos.

Secuencia sco02127 con region intergen glk es decir con region promotora de glkA:

ATGAGCGAAGAGCTCCCCCCGTCCGAGGCCCCCCGCCCCGACGAGGCCGACGCGGTCGACGAGACGCGAGCGACCGGCGAG
ACGCGCGGGGCGGCGCAGGAGCCGGGTGCGAGCGACGCCGACGCCTGGGCGACCGCGTGCGCCGAGGACCTGGAGGCCGAG
AAGGCCCGCCGCCGGGCCGCGTACGGGCCGCCGCCCGGCTCGGCCGCCGAGGAGCTGCGCCGGCTCGTCGACACCGTCGCG
GACAAGCTGTCCGGTCTCCAGTCCCCCCTGCTCGGCCAGGTTGCCGGACCCGCCGCCCAGCAGGTGGTCCGGCAGGTCGTC
CAGCAGGCCAAGGCCGCCGTCGAACCGGTCATCGAGCGCAACCCGGACCTGTTCGACCACCTCGCCGCCGCCGGTGGTGAA
CTGCTCGCCGCCTACCGCTCCGCCGTCCAGAACCAGGAACGCCGCTGGACCACCGGGGACACCGCGCCCAAGGACCCGAGL
GACCCACGTGACCTGGACGAACGCGGCACCGACGGCCGCGACGAGGGCGACGGAGGCACCGGCCCGGGGCAGCGCATCGALC
CTGGACTGAGTCCTGCCTCGGGTACGGTTGCCCTTAGCGGGGCTCGACCGAACTGAGGGATTC

ETART
sc02127 lk sc02126

T eeeee— |

Vecindario 5c02127

sc021271

SCO glk sco2126

Secuencia de sc02127 que incluye el promotor de glkA.

En la anotacion en la base de datos consultada menciona que el gen codifica para
la Glucosa cinasa Glk que es una proteina de la familia ROK (Represor Open Reading
Frame Kinase) con una similitud del 34%. Estas proteinas estan catalogadas como
proteinas de control transcripcional, que son capaces de controlar operones en
diversas especies bacterianas. Estas proteinas ademas de tener dominios para
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realizar la fosforilacion de D-glucosa (catalizando a glucosa-6-fosfato), tienen
estructuras que permiten unirse a secuencias DNA para cumplir su funcion
reguladora, sin embargo, Glk no presenta los dominios de union a DNA.

La distancia entre sco2127 y glkA es de 54 pb lo que implica que practicamente se
transcriben de manera simultanea, probablemente porque sus funciones y
actividades estan relacionadas.

START
502127 glk sc02126

 sssEES——— B |

Vecindario s¢02127 —1

5021271

SCO glk sc02126

Distancia entre glkA y sco2127. Secuencia de nucleétidos de glkA con regidn intergen (probable
region promotor).

Como se puede observar en la figura 28 la region entre sco2127 y glk es muy
pequefa, practicamente se enciman, se muestra en amarillo los codones de inicio y
de termino, asi como su nucledétidos -10 y -35 en la siguiente secuencia.

START
|g\k 5C02126

Vecindano sco2127
sco2127-1

SCO glk sc02126

GTCCTGCCTCGGGTACGGTTGCCCTTAGCGGGGCTCGACCGAACTGAGGGATTCATGGGACTCACCATCGGCGTCGACATC
GGCGGCACGAAGATCGCGGCCGGCGTGGTCGACGAGGAAGGCAACATCCTCTCGACCCACAAGGTGCCGACCCCCACCACA
CCCGAGGCCATCGTGGACGCCATCGCCTCCGCGGTCGAGGGGGCGCGAGTGGGGCACGAGATCGTCGCAGTGGGCATCGGL
GCCGCCGGATACGTCAACCGCCAGCGCTCCACGGTCTACTTCGCGCCCAACATCGACTGGCGCCAGGAGCCGCTCAAGGAG
AAGGTCGAGGCCCGCGTCGGCCTCCCGGTCGTCGTGGAGAACGACGCCAACGCCGCGGCCTGGGGCGAGTACAAGTTCGGC
GGCGGCAAGGGCCACCGCAACGTCATCTGCATCACCCTCGGCACCGGCCTCGGCGGCGGCATCATCATCGGCAACAAGCTG
CGCCGCGGCCACTTCGGCGTGGCCGCGGAGTTCGGCCACATCCGCATGGTGCCGGACGGCCTGCTGTGCGGCTGCGGCTCG
CAGGGCTGCTGGGAGCAGTACGCGTCGGGGCGGGCGCTGGTGAGGTACGCCAAGCAGCGCGCCAACGCCACCCCCGAGLGL
GCCGAGGTGCTGCTCGCCCTCGGCGACGGCACCCCCGACGGCATCGAGGGCAAGCACATCTCGGTCGCCGCCCGCCAGGGL
TGCCCGGTCGCCGTCGACTCCTACCGGGAGCTGGCCCGCTGGGCCGGGGCCGGTCTCGCCGACCTGGCCTCGCTCTTCGAC
CCGTCCGCCTTCATCGTCGGCGGCGGCCTCTCGGACGAGGGCGACCTGGTCCTCGACCCGATCCGCAAGTCCTACAAGCGL
TGGCTGGTCGGCGGCAACTGGCGCCCGGTCGCCGACGTGATCGCCGCCCAACTCGGCAACAAGGCCGGCCTGGTCGGLGLC
GCCGACCTGGCGAGAGAACCCGACCCGATCATGTGA

La regién promotora glkA se encuentra entre el nucleétido 2,285,983 a 2,286,037

START
glk sc02126

I

Vecindario sco2127

50021271

SCO glk sco2126
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Esquema de la regidn intergen sco2127 y glkA.

Secuencia glkA sin promotor unicamente el gen sco2726 se encuentra entre los
nucledtidos: 2,285,983 - 2,286,936

Vecindario sco2127

50021271

SCO glk sco2128

sco2125

Secuencia codificante de la glucosa cinasa de Streptomyces coelicolor.

ATGGGACTCACCATCGGCGTCGACATCGGCGGCACGAAGATCGCGGCCGGCGTGGTCGACGAGGAAGGCAACATCCTCTCG
ACCCACAAGGTGCCGACCCCCACCACACCCGAGGCCATCGTGGACGCCATCGCCTCCGCGGTCGAGGGGGCGCGAGTGGGE
CACGAGATCGTCGCAGTGGGCATCGGCGCCGCCGGATACGTCAACCGCCAGCGCTCCACGGTCTACTTCGCGCCCAACATC
GACTGGCGCCAGGAGCCGCTCAAGGAGAAGGTCGAGGCCCGCGTCGGCCTCCCGGTCGTCGTGGAGAACGACGCCAALCGCC
GCGGCCTGGGGCGAGTACAAGTTCGGCGGCGGCAAGGGCCACCGCAACGTCATCTGCATCACCCTCGGCACCGGCCTCGGL
GGCGGCATCATCATCGGCAACAAGCTGCGCCGCGGCCACTTCGGCGTGGCCGCGGAGTTCGGCCACATCCGCATGGTGCCG
GACGGCCTGCTGTGCGGCTGCGGCTCGCAGGGCTGCTGGGAGCAGTACGCGTCGGGGCGGGCGCTGGTGAGGTACGCCAAG
CAGCGCGCCAACGCCACCCCCGAGCGCGCCGAGGTGCTGCTCGCCCTCGGCGACGGCACCCCCGACGGCATCGAGGGCAAG
CACATCTCGGTCGCCGCCCGCCAGGGCTGCCCGGTCGCCGTCGACTCCTACCGGGAGCTGGCCCGCTGGGCCGGGGCCGGT
CTCGCCGACCTGGCCTCGCTCTTCGACCCGTCCGCCTTCATCGTCGGCGGCGGCCTCTCGGACGAGGGCGACCTGGTCCTC
GACCCGATCCGCAAGTCCTACAAGCGCTGGCTGGTCGGCGGCAACTGGCGCCCGGTCGCCGACGTGATCGCCGCCCAACTC
GGCAACAAGGCCGGCCTGGTCGGCGCCGCCGACCTGGCGAGAGAACCCGACCCGATCATGTGA

La Secuencia glk con region intergen con sco2125 (seccion entre glk y sco2125
que incluye el promotor de sco2125)

START start
glk sco2126 sc02125

mm—— 4 —— [ aa—

Vedindario sco2127

§c02127-1

SCOglk sco2126

§C02125

Secuencia glk incluyendo regién intergen sco2125

ATGGGACTCACCATCGGCGTCGACATCGGCGGCACGAAGATCGCGGCCGGCGTGGTCGACGAGGAAGGCAACATCCTCTCG
ACCCACAAGGTGCCGACCCCCACCACACCCGAGGCCATCGTGGACGCCATCGCCTCCGCGGTCGAGGGGGCGCGAGTGGGG
CACGAGATCGTCGCAGTGGGCATCGGCGCCGCCGGATACGTCAACCGCCAGCGCTCCACGGTCTACTTCGCGCCCAACATC
GACTGGCGCCAGGAGCCGCTCAAGGAGAAGGTCGAGGCCCGCGTCGGCCTCCCGGTCGTCGTGGAGAACGACGCCAACGCC
GCGGCCTGGGGCGAGTACAAGTTCGGCGGCGGCAAGGGCCACCGCAACGTCATCTGCATCACCCTCGGCACCGGCCTCGGL
GGCGGCATCATCATCGGCAACAAGCTGCGCCGCGGCCACTTCGGCGTGGCCGCGGAGTTCGGCCACATCCGCATGGTGCCG
GACGGCCTGCTGTGCGGCTGCGGCTCGCAGGGCTGCTGGGAGCAGTACGCGTCGGGGCGGGCGCTGGTGAGGTACGCCAAG
CAGCGCGCCAACGCCACCCCCGAGCGCGCCGAGGTGCTGCTCGCCCTCGGCGACGGCACCCCCGACGGCATCGAGGGCAAG
CACATCTCGGTCGCCGCCCGCCAGGGCTGCCCGGTCGCCGTCGACTCCTACCGGGAGCTGGCCCGCTGGGCCGGGGCCGGT
CTCGCCGACCTGGCCTCGCTCTTCGACCCGTCCGCCTTCATCGTCGGCGGCGGCCTCTCGGACGAGGGCGACCTGGTCCTC
GACCCGATCCGCAAGTCCTACAAGCGCTGGCTGGTCGGCGGCAACTGGCGCCCGGTCGCCGACGTGATCGCCGCCCAACTC
GGCAACAAGGCCGGCCTGGTCGGCGCCGCCGACCTGGCGAGAGAACCCGACCCGATCATGTGACGATCACTTCCCGACTCC
GGGAGCTGCGCTCACCCGAGGGGCGCGGGGAACTGCGCGACCAGCCACGACGAACCGGCAGTCGCCCAGGAACCCCGLGLL
CCGACCCATGAGGCGCCTGATCATGCGTTCCCGTAAATTGACGGC
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La distancia entre glkA y sco2125 es de 144pb.

START start
glk sco2126 5002125

| I

Wecindario sco2127

s5c02127-1 ———

SCO glk sco2126

sc02125

Distancia entre glkA y sco2125 144pb.

De los 4 genes observados es la region de mayor distancia en pares de bases.
Secuencia gen sco2125 con promotor (region intergen glkA y sco2125)

START START start
lSCOZ123 $C02127 glk sc02126 !5002125

Vecindario sco2127

sco2128

50021271

SCO glk sco2126

5002125 1

Secuencia de sc02125 incluyendo su promotor.

El gen sco2125 esta anotado en la base de datos como una proteina cuya funcion
no ha sido comprobada, pero presenta una similitud de 28% con una proteina de C.
elegans cuya funcion es la reparacion de DNA por estrés oxidativo.

CGATCACTTCCCGACTCCGGGAGCTGCGCTCACCCGAGGGGCGCGGGGAACTGCGCGACCAGCCACGACGAACCGGCAGTC
GCCCAGGAACCCCGCGCCCCGACCCATGAGGCGCCTGATCATGCGTTCCCGTAAATTGACGGCATGGCAACATCCCTCCCG
GCGCTCCCCAACTCCCGCACGGAACCCGACGGTTCCGCGGTCATCCGCGTCCTGAGCTACAACATCCGCTCACTGCGCGAC
GACACCGACGCCCTCGCCCGCGTCATCAAGGCCTGCGCGCCCGACCTGGTCCTCCTCCAGGAGGCCCCCCGCTTCTTCCGC
TGGCGCAAGAAGATCACCCGGCTCGCCGCCGCCGGCGATCTGGTCCTGCTCTCCGGCGGCGGAACCGCCGCCGGCCLCCGLG
CTGCTCTGCTCCCTGCGGGCCACCGTGGAGCGCACCGAGGACGTGCTGCTCCCGCTCACCCCCGGCCGGCACCGCCGGGGL
ATCGCCGCCGCCGTGGTCCGGATCGGCGGCGCCCGCATCGGCGTACTCAGCTCCCACCTGTCCCTGGACGCGGACGAGCGC
CACGAACAGGCCGGGCTGCTCCTCGACCACCTGGCCGCCCTCGGCGTGAAGCACGCCGTGGCGGGCGGCGACCTGAACGAG
CGCCCCGGCGGCCGCACCTTCCGGCGGCTCGGCGAAGGGCTGCGCGACTGCTGGACCGCCGCGCCCTGGGGCGGCGAGTAC
ACCTTCCCCGCGACCGCCCCGGACCGCCGGATCGACGCGGTCTTCGTCACCGAGGGCATCGAGGTGCTGGGCTGCGGAGTG
CCGTCGGGACTGGCCGGGGTGGCCGAGGACGACCTGAGGGCGGCCACGGACCACCTTCCGGTCCTGACCGCCCTCCGCGTA
CCCGCGACCGCCTGA

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC 003888.3?report=graph

Zi:l 11:' Ei:' 8‘{) 100 1%3 ITI." 1E|'I." 1%3

|
Heliy
Helix Helix Helix L Helix Helix w

SC0N2T
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Prediccién de estructuras secundarias. La proteina SC02127 hipotética tiene a lo largo de su
secuencia los aminoacidos caracteristicos que forman a hélices, estas a hélices son estructuras
secundarias de las proteinas que son facilmente reconocidas por diversos programas
bioinformaticos. Elaborado en CLC Main workbench 8.0.1 Quiagen 2018

Aplicando el programa I-Tasser se confirman estas estructuras secundaias ademas
el algoritmo reporto similitud con proteinas citoplasmaticas.

I-TASSER results for job id 5419785

Sl than 2 manths)
Submitied Seauence in [H.E8 RN e
>
MSEEL RATGET] QE
RRLVDTVADRLSGLOSFLIGY RQT AVERVIE
RNPDLEDHLARAGGELLARYRSAVQNOERRWTTCDT DGRDECDG
GIGPGQRIDLD
20 40 &0 :{4 100 120 140 160 180
| ] 1 I | 1 1 1 1
Sequence  MSEEL RATGETRGAAQE ELRRLVDTVADKLSGLOSPLLEQVAGE) ROV IE ARGEELL TTGDI
Bredisti
Gonb.Seans, 3765737544454434321001135556 76088776401 7314620221 740351666081 T778876555566776667677893375!

H:Helix; S:Strand; C:Coil

Prediccién de estructuras secundarias con I-Tasser. Se encontré que el programa predice 6 a hélices
en la secuencia de SC02127.

(*) BLAST: Encuentra regiones de similitud local entre secuencias bioldgicas. EI programa compara las secuencias de nucleétidos o
proteinas con las bases de datos de secuencias y calcula la significacion estadistica de las coincidencias. BLAST puede usarse para inferir
relaciones funcionales y evolutivas entre secuencias, asi como para ayudar a identificar miembros de familias de genes.

START

Domains within Streptomyces coelicolor A3(2) protein Y2127_STRCO (FP40182)
Uncharacterized protein SCO2127
+ = — SAVE

Information Interactions
Length 191 aa
Source database UniProt

Identifiers SCO2127, Y2127_STRCO, P40132, 100226. SCO2127

The SMART diagram above represents a summary of the results shown below. Domains with scores less significant than establi:
seguence; the priority for display is given by SMART > PFAM > PROSPERO repeats > Signal peptide > Transmembrane > Ci
marked as ‘'overlap’ in the rnght side table below.

Confidently predicted domains, repeats, motifs and features:

Name a Start End E-value
Iow complexity 37 50 MA
Iow complexity 94 115 NIA
Iow complexity 129 139 MA
Iow complexity 168 183 NIA
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Low complexity region

This is a region of low compositional complexity, as detected by the SEG program. The region starts at
position 37 and ends at position 50. (14 aa):

ASDADAWATACAED

Low complexity region

This is a region of low compositional complexity, as detected by the SEG program. The region starts at
position 94 and ends at position 115. (22 aa):

QVAGPAAQQVVRQVVQQAKAAV

Low complexity region

This is a region of low compositional complexity, as detected by the SEG program. The region starts at
position 129 and ends at position 139. (11 aa):

LAAAGGELLAA

Low complexity region

This is a region of low compositional complexity, as detected by the SEG program. The region starts at
position 168 and ends at position 183. (16 aa):

DERGTDGRDEGDGGTG

Secuencias aminodcidos altamente conservadas en la proteina SCO2127. Estas regiones podrian
ser dominios funcionales dentro de la proteina. Dichas regiones conservadas con potencial para
ser estudiadas como posibles residuos cataliticos o funcionales de SC02127. Este parrafo parece
fuera de contexto. Revisa la redaccién.

Recordemos que un dominio es la unidad estructural y funcional mas pequena capaz
de evolucionar y plegarse de forma independiente dentro de la proteina a la que
pertenece. En este sentido las regiones de baja complejidad identificadas por
SMART (figura 38) a pesar de no encontrarse anotadas (dentro de las bases de
datos) con una funcion determinada, podrian tener funciones especificas que
contribuyen a la intervencion de SC02127 en los fendmenos de RCC descritos
anteriormente.

Si se desea establecer regiones funcionales de la proteina estas secuencias son los
candidatos ideales, que se pueden deletar o mutar en la familia de genes y
seguramente se podra modificar o afectar su actividad. Teniendo la CGM delta
sco2127 se pueden realizar experimentos para identificar estas mutaciones e
identificar si estas regiones funcionales le confieren la actividad al gen.

Continuando con la indagacion preliminar y la busqueda de dominios se realizaron
ensayos in sillico con programas de bioinformatica de prediccion estructural como
CATH (*).

La base de datos CATH es una clasificacion jerarquica de dominio de estructuras de
proteinas en el banco de datos de proteinas. Las estructuras de proteinas se
clasifican utilizando una combinacién de procedimientos automatizados y manuales.
Hay cuatro niveles principales en esta jerarquia: (CATH= Class, Architecture,
Topology, Homologous superfamily)

Pagina | 81


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8743706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8743706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8743706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8743706

Las estructuras de clase se agrupan segun su composicion de estructura secundaria
(en su mayoria a, mayoritariamente beta (), mixta a / B beta o pocas estructuras
secundarias).

Arquitectura: las estructuras se clasifican segun su forma general segun lo
determinado por las orientaciones de las estructuras secundarias en el espacio 3D,
pero ignora la conectividad entre ellas.

Topologia (familia de plegado): las estructuras se agrupan en grupos de plegado en
este nivel segun la forma general y la conectividad de las estructuras secundarias.

Superfamilia homaologa: este nivel agrupa los dominios de proteinas que se cree que
comparten un ancestro comun vy, por lo tanto, se pueden describir como homadlogos.

Utilizando CATH se analizo la secuencia SC02127. Como se puede observar en la
figura 36 la region similar a la proteina Aldolasa se encuentra casi en el centro de la
proteina SC0O2127.

Search CATH

Search CATH by protein sequence (FASTA)
Examples: [5G
Search by Textor ID Search by Sequence Search by Structure
Progress B Matching Domains

Match Matching Regions Evalue

4aubE01

astHO1

n6qB01

5144A01

5 dominios CATH: En primer lugar identifica una proteina Clase 1 Aldolasa que contiene una region
transmembranal. Esta es una proteina putativa de la que se obtuvo la estructura cristalina, la proteina
pertenece al hongo terrestre patégeno Coccidioides immitis.

En segundo lugar, se identifica una region similar a una proteina Aldo/Ceto reductasa
(oxidoreductase = NADP-dependente) cuya estructura presenta regiones
transmembranales. La proteina de referencia se obtuvo de E. coli.

En tercer y cuarto lugar, otras Aldo/Ceto reductasa, cuya estructura presenta
regiones transmembranales a hélices y hojas beta Barril.

(*) CATH es una clasificacion de estructuras de proteinas descargadas del Banco de Datos de
Proteinas. Agrupa los dominios de proteinas en superfamilias cuando hay pruebas suficientes de que se han
separado de un ancestro comun. CATH: un recurso ampliado para predecir la funcion de la proteina a través
de la estructura y la secuencia. Dawson NL, Lewis TE, Das S, Lees JG, Lee D, Ashford P, Orengo CA, Sillitoe
I. Nucleic Acids Res. 2017 Ene doi: 10.1093 / nar / gkw1098

Fuente: http://www.cathdb.info/version/v4 2 0/domain/3afeB00
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CATH Domain 5144A01

Home | Superf, 10.1370.40 ' Domain SI44AQ
CATH Classification PDB Structure
Level CATH Code Description PDB 5L44
Structure
1 Mainly Alpha
Sequence = External « PDBSum
TEe T el J 1.10 Orthogonal Bundle Links « Profeopedia
o 1.10.1370 Neurolysin; domain 3

1.10.1370.40 Method X-RAY DIFFRACTION

Organism
Domam conte}(t Primary Crystal structure of a
Citation peptidyl-dipeptidase K-26-
DCP from Actinemycete
in complex with its natural
inhibitor.
Masuyer, G., Cozier, G.E
Kramer, G.J_, Bachmann
B.O., Acharya. KR
FEBS J.

View Domain in Chain v

Representacion gréfica modelado de la proteina con similitud estructural con SCO02127
perteneciente a un Actinomiceto.

En quinto lugar, en una region cercana al extremo amino terminal de la proteina se
encontré similitud con una peptidasa cuyo inhibidor pertenece a un actinomiceto. La
informacion obtenida del sistema CATH afortunadamente cae dentro del Dominio
Bacteria, lo que nos da mayor confianza en la probable funcién de las proteina.
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ANEXO B. Modelo de RCG propuesto para S. coelicolor.

En nuestra propuesta de mecanismo de regulacion de la represién por glucosa, SC02127 se
transcribe junto a Glk y se asocia con esta proteina, hasta que el cambio conformacional provocado
por la catélisis de la enzima provoca una reconfiguracion liberando y activando a SC02127, el cual
funciona como una sefal intracelular (un inductor) que asociado con otros reguladores provoca los
fendmenos observados en la produccion de antibidticos como la actinorrodina y la esporulacion

Glucosa ;
disponible ‘*A

RNA Polimerasa

—

Medio sin Glucosa GLCP IMPORTE: GLUCOSA / H+
© Gk gsc02127<

scont v‘_,

GLK+Glucosa+Mg+ATP

Tetrémero Funcional
GLK/SCO2127

§C02127

P SC02127/ seiial Acoplado a reguladores
e transcripcionales

</ .
Mondmero GLK/SC02127 \
- \ » » Podria actuar acoplado a
\ =1 ’ reguladores para evitar la
\ expresion de genes
\ relacionados con el
\ metabolismo secundario y/o el

uso carbohidratos diferentes a
la glucosa.

Se ha reportado que Glk es una proteina homotetramérica, lo que nos permite pensar que SC02127
también podria serlo ya que se transcriben y traducen (Angell 1992) practicamente de manera
simultanea. Kwakman y Postma (1994) reportaron que glkA sufre modificaciones postraduccionales
que podrian explicarse si consideramos la idea de que Glk y SC0O2127 forman una asociacion y este
ultimo se libera y activa cuando GIk realiza su funcidén enzimatica mientras permanece unida a Glcp
(Wezel v. et al. 2007). Glk al interactuar con glucosa, ATP y Mg+, se desprende de SC0O2127 para
que este se asocie con reguladores transcripcionales de produccion de actinorrodina y esporulacion;
como los reportados por Yung-Hun et al. (2008) como SCO0608 un regulador de produccion de
actinorrodina y esporulacion.

Existe por otro lado la posibilidad de que SCO2127 funcione directamente sobre proteinas y
secuencias de DNA, siendo un regulador transcripcional por si mismo, aunque, la proteina no
presentd regiones con homologia a estructuras conocidas para esta funcion, esto podria deberse a
lo poco que se sabe de estas proteinas reguladoras que se encuentran presentes en estos
microorganismos.

En apoyo a esta hipétesis, Angell et al. (1992) describen que estos productos se transcriben
practicamente de manera simultanea; Kwakman y Postma (1994) reportaron que Glk sufre
modificaciones postraduccionales; y se sabe que Glk realiza su funcidon enzimatica mientras
permanece unida a Glcp (Wezel v. et al. 2007). Por otro lado, en este trabajo encontramos que la
produccién de actinorrodina y la esporulacién en la CGM Asco2127 presentan insensibilidad a
glucosa lo que parece respaldar la hipdtesis de que SCO2127 es una proteina sefializadora de
presencia de glucosa intracelular.
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ANEXO C. Medios de cultivo y soluciones

LB Liquido
Composicion gllitro Preparacion
Difco Bacto triptona 10 Disolver en 800 ml de agua, agitar
suavemente hasta homogeneizar,

Extracto de S ajustar el pH, aforar a 1000 mL.

levadura Esterilizar en autoclave por 15 minutos
minimo a 121°C (15psi). Para medio

Cloruro de sodio S solido agregar también 12g de agar

por litro.
Glucosa 1

YMG Liquido (Yeast Malt Extract Broth Merk Catalog No: Y3752-500G)

Composicion gllitro Preparacion
Glucosa 10 Disolver 21 gramos en 800 ml de agua,
agitar suavemente hasta
Extracto Malta 3 homogeneizar, ajustar el pH, aforar a
Pent 5 1000 mL. Esterilizar en autoclave por
eptona 15 minutos minimo a 121°C (15psi).
Extracto Levadura 3

YMG Medio Sélido (Yeast Malt Extract Broth Merk Catalog No: Y3752-500G)

Composicion g/litro Preparacion
Glucosa 10 Agregar 21 gramos en 500 ml de agua,
hervir mientras se agita suavemente

Extracto Malta 3 hasta homogeneizar, ajustar el pH ,

Pent 5 luego aforar a 1000 mL. Esterilizar en
eptona autoclave por 15 minutos minimo a

Extracto Levadura 3 121°C (15psi).

Agar 20
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TSB: BD Tryptic Soy Broth SIGMA-ALDRICH (medio de digerido de soja y caseina)
no animal.

Composicion gllitro Preparacion
BactoTryptone (digerido 17 Agregar 30 gramos en 500 ml de agua,
pancreatico de caseina) agitar suavemente hasta homogeneizar,

ajustar el pH , luego aforar a 1000 mL.

Ezgziioyg?ehéfi'g:":g 3 Esterilizar en autoclave por 15 minutos

soja) minimo a 121°C (15psi). Los digeridos

enzimaticos de caseina y harina de soja

Glucosa 25 proporcionan aminoacidos y otras

sustancias nitrogenadas complejas. La

Cloruro sédico 5 glucosa (dextrosa) es una fuente de

E— energia. El cloruro sédico mantiene el

Fosfato dipotasico de 25 equilibrio osmético. El fosfato potasico
hidrégeno

dibasico actua como tampdn para
controlar el pH.

Soluciones
Solucion Salina Isotonica (SSI)
Composicion g/litro Preparacion
NaCl 8.5 Agregar 8.5 gramos en 500 ml de agua,

agita suavemente hasta homogeneizar,
aforar a 1000 mL. Esterilizar en
autoclave por 20 minutos minimo a
121°C (15psi).

Buffer P (Okanishi et al. 1974, Hopwood y Wright 1978, Kieser 2000).

Composicion gllitro Preparacion
Sacarosa 103 Distribuir en alicuotas de 80 ml y
esterilizar en autoclave por 15 minutos
K2SO, 0.25 minimo a 121°C (15psi).
MgClI-6H:0 2.02 Antes de usar agregar a cada alicuota
— 1mL KH:PO, (0.5%), 10mL CaCl;H.O
Solucién de 2mL (3.68%) y 10 mL Buffer TES (5.73% pH

elementos traza 7.2) Esterilizados por ultrafiltracion.

Agua destilada 800 ml
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Buffer P (Okanishi et al. 1974, Hopwood y Wright 1978, Kieser 2000).

Composicion g/litro Preparacion
Sacarosa 103 Distribuir en alicuotas de 80 ml y
esterilizar en autoclave por 15 minutos
K2S0. 0.25 minimo a 121°C (15psi).
MgClI.6H:0 2.02 Antes de usar agregar a cada alicuota:
— 1mL KH:PO, (0.5%), 10mL CaCl;H.O
Solucién de 2mL (3.68%) y 10 mL Buffer TES (5.73% pH
elementos traza 7.2) Esterilizados por ultrafiltracion.
Diluir ~ con A.gua 800 ml La solucién de elementos traza contiene
destilada y llevar a: por cada litro: 40 mg de ZnCl,, 200mg
de FeCl;6H,0, 10 mg de CuCl, 2H0,
10 mg de MnCl, 4H,0, 10 mg de
Na:B4O0710H.0 y 10 mg de
(NH4)6MO7024 4H20
Solucion A
Composicion 50 mM Tris-HCI Extraccion de plasmidos. Mini y
(pH 8), TmM Midiprep
EDTA pH=8,0

Para
Gramnegativos:

25 mM Tris (pH =
8), 50 mM
glucosa, 1 mM
EDTA, 5 mg/mL
lisozima

Para Gram
positivos:

10 mM Tris (pH =
8), 1 mM EDTA
suplementado de
25%
(peso/volumen)

sacarosay 10
mg/mL de
lisozima.

Solucion de lisis (Método de Kado y Liu):

3% SDS, 50mM Tris (pH =12,6). Para 100
mL: 3 g SDS + 0,605 g Tris + 98,4 mL de
H20. Anadir 1,6 mL de 2 N NaOH. No es
necesario ajustar el pH utilizando estos
componentes. Esta solucion debe ser
siempre preparada en el momento.

Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico: (1:2:1)
Para 100 mL: 50 g de cristales de fenol, 48mL
de cloroformo, 2 mL de alcohol isoamilico,
10mL de TE (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH
=8,0). Aimacenar en botella topacio a 4°C.

Ribonucleasa (RNAsa-A, Sigma Aldrich Cat#
5503). Preparar una solucion stock de
10mg/mL en agua destilada hirviendo
durante 15 min para eliminar cualquier resto
de actividad DNAsa. Dejar enfriar a
temperatura ambiente, alicuotar y congelar.
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Solucién B

Composicion

Solucion de lisis

Extraccion de plasmidos. Mini y

Maxiprep
1 % SDS, 0.2 Preparada en el momento de un
NaOH stock 10N.
Solucion C
Composicion Solucion de Extraccion de plasmidos. Mini y

precipitacion

Maxiprep

5 M acetato potasico
acido acético glacial

agua destilada

60 mL
11,5 mL

28,5mL

Solucién es 5 M respecto al acetatoy 3 M
respecto al potasio.
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