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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

A continuacidn se presentan las abreviaturas y acrénimos que han sido empleados a lo

largo de esta memoria y que no son de uso extendido por la comunidad cientifica, por lo que

podrian resultar problematicos para la comprensidn del texto.

Abs: absorbancia

ADNasa: desoxirribonucleasa

ADNc: ADN complementario

ADNt ADN total o genomico
ARNasa: ribonucleasa

ARNr: ARN riobosomal

ARNt: ARN de transferencia

ATCC: Coleccién americana de cultivos tipo
(American Type Culture Collection)
CIA: cloroformo-alcohol isoamilico
CoA: coenzima A

DMSO: dimetilsulfoxido

dNTPs: desoxinucleotidos trifosfato.
DO0600: densidad optica a 600 nm de
longitud de onda

EDTA: dcido etilendiaminotetraacético
HPLC: Cromatografia liquida de alta
resolucion (High Performance Liquid
Chromatography)

kb: kilobase

Mb: megapares de bases

M: molar

MOPS: acido 3-(Nmorfolino)propanesulfonico
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nm: nanometro

nt: nucleotido

ORF: marco de lectura abierto

pb: pares de bases

p/v: relacion peso/volumen

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa
RACE: amplificacion rapida de extremos de
ADNc

RBS: sitio de unién a ribosomas

RIN: numero de integridad del ARN

rpm: revoluciones por minuto

RT-PCR: PCR acoplada a retrotranscripcién
SCM: sitio de clonacién multiple

v/v: relacién volumen/volumen

vol: volumen

TFA: acido trifluoro acetico

Tris: tris-hidroximetil-aminometano.

U: unidades

UFC: unidades formadoras de colonias
UV: luz ultravioleta

WT: fenotipo salvaje (wild type)
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1.1. Caracteristicas del género Streptomyces

1.1.1. Descripcion y habitat natural

El género Streptomyces pertenecia a la familia Streptomycetaceae y al orden de los
Actinomycetales, y el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Garrity and Holt, 2001;
Garrity et al., 2005) dedicaba integramente su cuarto volumen a las bacterias Gram-positivas
que presentan en sus genomas un elevado contenido en G+C (figura 1.1). En la segunda
edicion del mismo manual, el género Streptomyces estd incluido en el volumen V The
Actinobacteria (Goodfellow et al., 2012), y aunque sigue perteneciendo a la familia
Streptomycetaceae pero se encuadra en el orden nuevo de los Streptomycetales (figura 1.2).
En esta nueva clasificacidn de los actinomicetos, las especies del género Streptoverticillium se
han transferido al género Streptomyces debido a las homologias encontradas en los analisis de
ARNr (Witt and Stackebrandt, 1990; Goodfellow et al., 2012). Ademds del género
Streptomyces, en la familia Streptomycetaceae se encuentran otros dos géneros mas:
Kitasatospora, ya incluido en la antigua familia, y Streptacidiphilus, género de actinomicetos
acidofilos aislados del suelo, (Kim et al., 2003). Estos dos géneros, Kitasatospora y
Streptacidiphilus, se denominan géneros incertae sedis (o de situacidén cuestionable) debido a
gue muchas especies pertenecientes a estos dos géneros poseen una alta similitud de

secuencia de ARNr con el género Streptomyces (Goodfellow et al., 2012).

En este contexto, la clasificacién taxondmica actual del género Streptomyces es la
siguiente:
Dominio Bacteria
Filo XXIV Actinobacteria
Clase | Actinobacteria
Orden XIV Streptomycetales
Familia | Streptomycetaceae

Género | Streptomyces

Las Actinobacterias constituyen un grupo filogenéticamente compacto, al que se ha
asignado la categoria taxondmica de filo. La divergencia evolutiva entre las Actinobacterias y el

resto de bacterias se considera muy antigua (entre 1.500 y 2.000 millones de afos), hasta el



punto que hoy es imposible decidir con seguridad cual es el grupo taxondmico
filogenéticamente mas proximo a ellas (Embley and Stackebrandt, 1994). Teniendo en cuenta
los resultados de la secuenciacion del ARN ribosomal 16S de los organismos que forman parte
del filo Actinobacteria, ha sido posible agruparlos en un total de 6 clases, 22 érdenes, 53

familias y 221 géneros (Goodfellow et al., 2012).

Subclase |1 Orden Suborden
Acidimicrobidae Acidimicrobiales Acidimicrobineae
Orden =] Subdrdenes
Actinomycetales Actinomycineae Actinopolysporineae
Catenulisporineae  Corynebacterineae
Subclase Frankineae Glycomycineae
Actinobacteridae Jiangellineae Kineosporiineae
Micrococcineae Micromonosporineae
Orden . . .
. ; Propionibacterineae  Peudonocardineae
Bifidobacteriales . ;
Streptomycineae Streptosporangineae
Subclase |__| Orden .| Suborden
Coriobacteridae Coriobacteriales Coriobacterineae
Orden
Euzebyales
Subclase
Nitriliruptoridae
Orden
Nitriliruptorales
Orden __| Suborden
Rubrobacterales Rubrobacterineae
Subclase Orden
Rubrobacteridae Solirubrobacterales
Orden
Thermoleophilales

Figura 1.1. Esquema de la taxonomia del antiguo filo Actinobacteria segin la clasificacion

existente hasta la fecha (Garrity et al., 2005). Modificado de Gao et al. 2012.
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Ordenes
Actinomycetales
Actinopolysporales
Bifidobacteriales
Catenulisporales
Corynebacteriales
Frankiales
Glycomycetales

Jiangellales
Kineosporiales
Micrococales
Micromonosporales
Propionibacteriales
Peudonocardiales
Streptomycetales
Streptosporangiales

Orden
Acidimicrobiales

Orden
Coriobacteriales

Ordenes
Nitriliruptorales
Euzebyales

Orden
Rubrobacterales

Ordenes
Thermoleophilales
Solirubrobacterales

1 |

Figura 1.2. Esquema taxondmico del nuevo filo Actinobacteria (Goodfellow et al., 2012).

Modificado de Gao et al. 2012.

En el género Streptomyces se engloban las bacterias filamentosas, miceliales, Gram-
positivas, aerobias estrictas, capaces de utilizar un gran nimero de compuestos organicos
como fuente de carbono y energia y con un elevado contenido en guaninas y citosinas (74%
G+C) en su genoma (Chater, 1993). La temperatura dptima de crecimiento para la mayoria de
las especies de este género oscila entre 25y 35 °Cy el pH entre 6,5 y 8,0 (Goodfellow, 1989).
Las especies de este género se encuentran distribuidas ampliamente en el suelo (a
concentraciones entre 10°y 10° ufc/g), participando activamente en los ciclos biogeoquimicos
de degradacidon de la materia organica (McCarthy and Williams, 1992). Son causantes del olor a
tierra mojada, debido a la produccion del metabolito secundario geosmina. Los
microorganismos del género Streptomyces son productores de una gran cantidad de enzimas
extracelulares que degradan polimeros, tanto de origen vegetal como animal, por lo que su

contribucidn a la mejora de la fertilidad del suelo es importante.



Dentro de los actinomicetos se han descrito patdégenos humanos en distintas especies
de los géneros Mycobacterium, Actinomadura, Nocardia y Actinomyces y sélo dos dentro del
género Streptomyces (S. somaliensis y S. sudanensis) (Kieser et al., 2000; Quintana et al., 2008).
No son comensales humanos, presentan una actividad secretora notable y producen una
enorme variedad de metabolitos secundarios y sustancias bioldgicamente activas, como por
ejemplo antibidticos, lo que ha conferido al género gran importancia industrial. Los
actinomicetos producen alrededor del 61% de todos los metabolitos secundarios conocidos
(Kieser et al., 2000), de los cuales el 70-80% son sintetizados por especies del género

Streptomyces (Challis and Hopwood, 2003).

Ademas del papel de los metabolitos secundarios como antagonistas de organismos
competidores, especialmente en el caso de los antibidticos (Martin and Demain, 1980) se les
han asignado otras posibles funciones como: regulacién de la simbiosis y del comensalismo,
proteccion contra agentes fisicoquimicos (luz UV), capacidad de adquisicién y detoxificacién de
elementos traza, detoxificacion enddgena de metabolitos, fuente de materiales especiales
para la construccién de la pared celular o como material de reserva no accesible a otros

microorganismos (von Déhren and Gréafe, 1997).

La capacidad de las especies del género Streptomyces para colonizar diferentes
habitats viene dada por la diversidad de su metabolismo, que les permite emplear fuentes de
carbono muy variadas. Su presencia en el suelo se ve favorecida por su crecimiento micelial y
su capacidad de formar esporas, las cuales constituyen un sistema de dispersion y una forma
de resistencia que favorece la supervivencia durante largos periodos de escasez de agua y

nutrientes ((Ensign, 1978); (McCarthy and Williams, 1992)).

1.1.2. Ciclo de vida

Los Streptomyces son actinobacterias aerobias que a lo largo de su complejo ciclo de
vida desarrollan micelios altamente ramificados, formados por filamentos que se denominan
hifas, y que dan lugar a largas cadenas de exosporas (Chater and Chandra, 2006). Poseen una
pared celular de tipo |, con 4cido LL-diaminopimélico formando parte del peptidoglicano
(Lechevalier, 1989; Locci, 1989) y la fosfatidiletanolamina es el fosfolipido caracteristico de su

membrana celular (Goodfellow, 1989).
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En condiciones ambientales favorables comienza la germinacion de una espora de
Streptomyces mediante un proceso que requiere energia (Hirsch and Ensign, 1978). La
degradacion del componente mayoritario de la espora, el disacarido trehalosa (Ensign, 1978),
dispara procesos metabdlicos celulares tales como la sintesis de ARN vy proteinas.
Aproximadamente dos horas mas tarde comienza la sintesis de ADN, que tiene lugar una vez el

tubo germinativo ha emergido (Hardisson et al., 1978).

Las hifas del micelio sustrato, formadas a partir del tubo germinativo, se ramifican con
frecuencia y crecen rapidamente penetrando en el sustrato, por extensién de la zona apical de
la pared celular (Miguélez et al., 1992). Las hifas del micelio sustrato estan muy ramificadas,
raramente se fragmentan y presentan un didametro de 0,5-2,0 um. Por otro lado, cuando el
micelio aéreo estd maduro, se produce una separacidon en los extremos de las hifas dando
lugar a largas cadenas de esporas que oscilan entre 5-10 esporas hasta 50 esporas por hifa
(Hardisson and Manzanal, 1976). El avance de las hifas en el sustrato se produce gracias a la
secreciéon de enzimas hidroliticas (proteasas, nucleasas, lipasas, celulasas o amilasas) que
permiten la incorporacién de nutrientes. Cuando el crecimiento alcanza la fase logaritmica se
producen ramificaciones en las hifas mas viejas, y este incremento en el nimero de

ramificaciones da lugar a un crecimiento exponencial del micelio (Allan and Prosser, 1983).

A continuacidn, las hifas del micelio aéreo emergen utilizando el material previamente
asimilado por el micelio sustrato en forma de macromoléculas (ADN y proteinas) o en forma de
compuestos almacenados (Méndez et al., 1985; Brana et al, 1986). Cuando cesa el
crecimiento apical de las hifas del micelio aéreo, se forman septos a intervalos regulares que
subdividen las mismas en varias secciones. El septo de esporulacidn consiste en dos capas de
membrana separadas por una doble capa de material celular que permite la separacion de las
esporas adyacentes (McVITTIE, 1974). Cada compartimento resultante contiene una Unica
copia del genoma que dara lugar a una espora (inmdvil, pigmentada e hidréfoba), cerrando asi
el ciclo celular (Hardisson and Manzanal, 1976). Generalmente, las cadenas constan de varias
decenas de esporas, resistentes a la desecacién y a la digestion con lisozima, que actian como

elementos de dispersidn de los Streptomyces en el medio ambiente.
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Figura 1.3. Esquema del ciclo biolégico de Streptomyces. Modificado de Flardh et al. 2009.

Recientemente se han descrito nuevos aspectos del proceso de diferenciacion del
género Streptomyces. El ciclo de vida tradicional, mencionado en las anteriores lineas, se
compone de dos estructuras miceliares diferenciadas: micelio sustrato (vegetativo) y micelio
aéreo (reproductivo). Exceptuando casos aislados de este género que esporulan en medio
liguido como Streptomyces griseus, Streptomyces acrimycini o Streptomyces albus (Daza et al.,

1989), se asume que en medio liquido la diferenciacién morfolégica no tiene lugar.

Un reciente modelo describe nuevas fases de diferenciacion tanto para crecimiento en
superficie como en cultivos sumergidos. En una primera fase se produce la germinaciéon de las
esporas como micelio joven compartimentalizado (primer micelio). Este tipo de micelio forma
agregados desde tiempos tempranos en el crecimiento y comienza a morir desde el centro del
agregado hacia afuera, intercalandose segmentos de micelio viables y muertos (figura 1.4) y
produciéndose finalmente una muerte celular programada. Este proceso de muerte supone
una parada en el crecimiento que precede la formacién de micelio multinucleado (segundo
micelio) que crece a partir de los segmentos viables que quedan del primer micelio. Se han
definido dos tipos de segundo micelio en base a la ausencia (temprano) o presencia (tardio) de

las capas hidrofdbicas tipicas de las hifas aéreas.
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Figura 1.4. Micelio de Streptomyces vivo y muerto. Fotografia tomada con microscopio de
fluorescencia confocal Iaser de micelio de S. coelicolor. Para analizar la viabilidad de la células se
han usado dos tipos de colorantes, el ioduro de propidio que se une a los acidos nucleicos de las
células muertas y SYTO 9 que tifie las células viables. El centro del agregado aparece de color
rojo debido a que se produce una mayor acumulacion de segmentos de micelio muerto,
mientras que la zona externa es verde ya que el micelio de esta zona estd vivo. Modificado de

Manteca et a/.2008.

El micelio sustrato del modelo clasico se corresponde con un segundo micelio
multinucleado temprano y el micelio aéreo con la fase tardia del segundo micelio, el cual ya se
ha recubierto de la superficie hidrofébica (figura 1.5). El segundo micelio tardio sufre una
segunda ronda de muerte dando lugar a formaciéon de esporas. En cultivos liquidos, el modelo
clasico asume que los metabolitos secundarios son producidos por el micelio sustrato al
alcanzar la fase estacionaria, ya que en estas condiciones es infrecuente la diferenciacion
morfoldgica; en cambio, el nuevo modelo propone la muerte celular programada del primer
micelio y la generacion del segundo micelio que es el verdadero productor de metabolitos
secundarios. En este nuevo modelo existe diferenciacion morfoldgica tanto en liquido como en
solido, siendo la diferencia mds importante la ausencia de una segunda ronda de muerte
celular y esporulacién en cultivos sumergidos (Manteca et al., 2008; Manteca and Sanchez,

2009).
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Modificado de Manteca et al. 2009.

1.1.3. Caracteristicas del genoma de Streptomyces sp.

> Organizacion genémica.

Aunque todas las demds actinobacterias estudiadas poseen cromosomas circulares

(Oliynyk et al., 2007; Zhao et al., 2010), los miembros del género Streptomyces poseen

cromosomas lineales de entre 8 y 10 Mb de tamafo, con lo que sus genomas se cuentan entre

los mds grandes conocidos para las bacterias; de hecho el genoma de Streptomyces coelicolor

A3(2) fue el primer genoma bacteriano conocido, con mayor nimero de marcos de lectura

(7.825) que el de algunos eucariotas sencillos, como Saccharomyces cerevisiae (Bentley et al.,

2002). El contenido alto en G+C (de un 72%) determina un particular uso de codones por parte

de Streptomyces, que utiliza preferentemente codones que contienen estos nucleétidos en la

tercera posicion, lo que convierte en raros a los codones TTA (leucina), CTA (leucina) y TTT

(fenilalanina) (Wright y Bibb, 1992). Respecto al inicio de traduccién el coddn utilizado
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mayoritariamente es AUG (metionina) pero también se puede encontrar GUG (valina) y CUG

(Leucina).

El mecanismo de replicacion de los telémeros de Streptomyces es Unico. El cromosoma
lineal de este género presenta proteinas unidas covalentemente a los extremos 5° (Lin et al.,
1993; Leblond et al., 1996) las cuales intervienen en la replicacion de los mismos. La
replicacion del cromosoma tiene lugar de manera bidireccional desde un origen, oriC,
localizado en el centro (Musialowski et al., 1994) dejando los extremos 5° sin completar al
eliminar el Ultimo cebador de ARN, los cuales son extendidos mediante la intervencion de un
complejo proteico Tap/Tpg unido a los teldmeros (Bao y Cohen, 2003). Estos extremos del
cromosoma estan formados por secuencias repetidas e invertidas, cuyo tamafio puede variar
en diferentes especies entre 24 y 600 kb. (Kieser et al., 2000), y en sus proximidades aparecen
numerosas repeticiones directas, inserciones y elementos transponibles. Se cree que todos
estos elementos estructurales son los causantes de la elevada inestabilidad que caracteriza a
los cromosomas de algunas especies del género, que de manera espontanea muestran una
marcada tendencia a sufrir grandes amplificaciones y deleciones en sus extremos, e incluso a la
aparicion de formas circulares del cromosoma, que resultan adin mas inestables que las

lineales (Volff y Altenbuchner, 1998; Volff y Altenbuchner, 2000; Chen et al., 2002).

La secuenciacidn del genoma completo del organismo modelo del género, S. coelicolor
(Bentley et al., 2002), a la que siguié la aparicién del de especies de interés industrial, como S.
avermitilis (lkeda et al., 2003), S. griseus (Ohnishi et al., 2008), S. bingchenggensis (Wang et al.,
2010) o S. clavuligerus (Broad Institute (Cambridge)), ha puesto de manifiesto que, mientras
los genes involucrados en el metabolismo primario se encuentran agrupados en la zona central
del cromosoma (su cuerpo central o core, con un tamaifo de entre 4 y 6 Mb), los cluster
relacionados con la sintesis de metabolitos secundarios y los genes vinculados a otras
respuestas adaptativas se encuentran sistematicamente ocupando los brazos del mismo. Esta
organizacién gendmica permite establecer una interesante hipédtesis sobre el origen evolutivo
de los Streptomyces ya que, mientras que los genes del cuerpo central presentan una elevada
sintenia con sus ortdlogos entre las diferentes especies del género (lkeda et al., 2003) e incluso
con los cromosomas circulares otras actinobacterias como Mycobacterium tuberculosis,
muchos de los genes de los brazos ni siquiera tienen ortélogos entre las distintas especies de
Streptomyces. Esto hace pensar que el género Streptomyces divergié evolutivamente a partir
de una actinobacteria ancestral, con un genoma circular de unas 4 Mb que posteriormente se

volvié lineal, formandose los brazos del cromosoma por la adiciéon de informacién genética
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gracias a fendmenos de transposicion y recombinacion (Bentley et al., 2002; Chen et al., 2002).
En general, el andlisis de estos genomas ha mostrado que la mayoria de las especies de
Streptomyces contienen la informacidn genética necesaria para producir un gran nimero de
compuestos (una media de mas de 20), muchos de ellos cripticos y hasta ahora desconocidos
(Challis, 2008), lo que multiplica las posibilidades de obtener nuevos productos de interés

farmacéutico a partir de estos microorganismos.

> Elementos genéticos extracromosomales.

La presencia de elementos genéticos extracromosomales es muy habitual en el género
Streptomyces. Se trata de pldsmidos circulares o lineales que en la mayoria de los casos
contienen mecanismos que les confieren autonomia conjugativa intra e interespecifica (Kieser

et al., 2000).

Los plasmidos lineales, generalmente de entre 10 y 600kb, se replican de manera
analoga al cromosoma (Chang y Cohen, 1994) y se cree que han podido estar involucrados en
la evolucién de éste hacia su forma lineal actual (Chen et al., 2002). Estos plasmidos, al igual
que el cromosoma, poseen proteinas unidas de manera covalente a sus extremos cumpliendo
el mismo papel en la replicacién. Recientemente se ha descrito que en los plasmidos lineales
de S. coelicolor las proteinas de un extremo interactian con las del otro, dotando a los
plasmidos lineales de una estructura circular superenrollada, fenédmeno que afectaria también

a los cromosomas de estas bacterias (Tsai et al., 2011).

Aunque es poco habitual, algunos plasmidos de Streptomyces contienen informacién
relacionada con la biosintesis y resistencia a antibiéticos, asi, el plasmido lineal pSCP1 de S.
coelicolor contiene los genes relacionados con la sintesis y resistencia a metilenomicina
(Bentley et al., 2004), y el plasmido pSCL4 de S.clavuligerus, un elemento lineal de 1,8 Mb que
constituye un inmenso reservorio de informacion exclusivamente relacionada con la sintesis de
multiples metabolitos secundarios (Medema et al., 2010). Los plasmidos lineales pueden
actuar como vectores mediando la transferencia horizontal de genes entre diferentes especies
de Streptomyces (Ravel et al., 2000). La dinamica transferencia de informacion genética que
existe entre el cromosoma de Streptomyces y los plasmidos lineales puede haber facilitado la
rapida evolucion en el metabolismo secundario que presenta el género Streptomyces
(Medema et al.,, 2010). En Streptomyces rimosus se ha demostrado la existencia de
interacciones entre el plasmido lineal pPZG101 y el cromosoma; asi, diferentes variantes

morfoldgicos y mutantes auxétrofos presentan la pérdida del plasmido o la integracién de
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partes del mismo en el cromosoma (Gravius et al., 1994). Otro ejemplo de interaccion
genoma-plasmido lo encontramos en S. clavuligerus, cuyo genoma presenta un tamafio menor
(6,7 Mb) al descrito en otras especies de Streptomyces y las secuencias de los extremos no
presentan las caracteristicas tipicas de los otros extremos de otros genomas, las cuales si
aparecen en el megaplasmido pSCL4 de 1,8 Mb, lo que sugiere que dicho megaplasmido se ha
originado por doble recombinacion entre el cromosoma y un plasmido pequefio (Medema et

al., 2010).

Asimismo, en el género Streptomyces y en otras actinobacterias se encuentran
ampliamente difundidos elementos genéticos con caracteristicas intermedias entre los
bacteriéfagos y los plasmidos: los denominados AICEs (del inglés Actinomycete integrative and
conjugative elements). Se trata de elementos integrativos, especificos de sitio que se integran
en genes que codifican un ARNt (Mazodier et al., 1990), y que suelen persistir a lo largo de las
generaciones en el cromosoma del hospedador hasta que se transfieren mediante conjugacion
hasta otro hospedador diferente, pudiéndose comportar en él como plasmidos replicativos

(Hopwood et al., 1984; te Poele et al., 2008).

Paralelamente a los plasmidos, numerosos transposones han sido descubiertos en
Streptomyces, existiendo ejemplos tanto de elementos integrativos especificos de sitio como

de elementos capaces de integrarse al azar en el genoma.

Por ultimo, existe un gran numero de fagos capaces de infectar a estas bacterias, los
llamados actinofagos, presentando todos ellos su material genético en forma de ADN de doble
cadena (Kieser et al., 2000). Tanto unos como otros, junto a los plasmidos, han sido
determinantes en la obtencién de los vectores que han hecho posible la manipulacién genética
de estos microorganismos, asi como de los elementos transponibles empleados en su

mutagénesis aleatoria. (Baltz et al., 1997; Kieser et al., 2000).

> Inestabilidad genética.

La inestabilidad genética es uno de los rasgos caracteristicos del cromosoma de
Streptomyces (Leblond y Decaris, 1994). Estas bacterias sufren espontaneamente grandes
deleciones y amplificaciones debidas a procesos de recombinacién en las regiones terminales
poco conservadas (Volff y Altenbuchner, 2000). La inestabilidad afecta a diferentes
caracteristicas fenotipicas, con frecuencia de manera pleiotrépica, como la diferenciacion

molecular, la produccidon de metabolitos secundarios, la resistencia a antibiéticos, la secreciéon
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de enzimas extracelulares y algunas veces al metabolismo primario, particularmente a uno o

mas pasos de la ruta de biosintesis de la arginina (Volff y Altenbuchner, 1998).

En un principio se creyd que la inestabilidad genética podria estar relacionada con la
linealidad del cromosoma, pero se ha comprobado que mutantes con cromosomas circulares
construidos en el laboratorio (las regiones terminales del cromosoma son dispensables en
condiciones de laboratorio) son mas inestables (Fischer et al., 1997b). Aunque muchas de las
reorganizaciones que se producen en genomas del género Streptomyces son neutras o
desfavorables, la inestabilidad genética junto a la interaccién cromosoma-pldsmidos lineales
puede ser la explicacién a la gran variedad de polimorfismos que se encuentran en los
extremos del cromosoma de diferentes especies que componen el género, lo que resulta en la
existencia de numerosas y variadas agrupaciones de genes del metabolismo secundario
(Fischer et al., 1997a). Al ser Streptomyces un género cuyo habitat mas frecuente es el suelo, la
inestabilidad genética le confiere un enorme potencial para adaptarse a los numerosos y

frecuentes cambios que se dan en la naturaleza (Volff y Altenbuchner, 1998).

1.1.4. Metabolismo secundario

Desde la perspectiva del ser humano, el interés que suscitan los Streptomyces se
fundamenta en la capacidad que las diferentes especies y cepas de estas bacterias tienen para
producir una inmensa variedad de metabolitos secundarios, muchos de los cuales han
encontrado aplicaciones farmacoldgicas de gran importancia. Asi, entre las herramientas
terapéuticas que estas bacterias proporcionan al ser humano se encuentran antibidticos
(antibacterianos y antifungicos), antitumorales, antivirales, inmunosupresores y
antiparasitarios. Otros metabolitos secundarios producidos por especies de Streptomyces
incluyen herbicidas, factores de crecimiento para plantas, insecticidas, pigmentos, sideréforos
y una inmensa cantidad de compuestos a los que no ha sido posible asignar una actividad
biolégica hasta la fecha. En total, un 61% de los metabolitos secundarios con actividad
conocida son producidos por microorganismos pertenecientes a las Actinobacterias y un 80%
de ellos los producen miembros del género Streptomyces, como es el caso del 70% de los

antibiéticos comerciales (Weber et al., 2003).

El metabolismo secundario se ha definido tradicionalmente como el conjunto de rutas

anabdlicas que determinan la produccién de una serie de compuestos que, sin resultar
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esenciales para los mecanismos basicos de la vida ni para el crecimiento de los organismos que
los producen, confieren a éstos una serie de ventajas ecoldgicas. Sin embargo, como tantas
veces en Biologia, establecer una linea entre el metabolismo secundario y el primario
resultaria una simplificacidén excesiva, y seria recomendable calificar como “difusa” la frontera
que los separa (Challis y Hopwood, 2003). Las concentraciones de metabolitos secundarios que
se alcanzan en el suelo, y otros ambientes naturales, son extraordinariamente bajas y su
funcién en bastantes casos podria estar relacionada con la modulacién transcripcional y la
comunicacion interespecifica de la microbiota del suelo, enormemente compleja e
interdependiente, siendo quiza la antibiosis que observamos en el laboratorio fruto de una
concentracion extraordinariamente alta (y por ello artificial) de esas sefiales (Linares et al.,
2006; Yim et al., 2007). En este sentido, por ejemplo, se ha comprobado recientemente que los
siderdéforos producidos por determinados microorganismos son indispensables para el
crecimiento de otros presentes en la comunidad microbiana, que de otro modo resultaban
incultivables en condiciones de laboratorio (D'Onofrio et al., 2010). La amplisima dispersién de
genes de resistencia a antibioticos en el seno de las comunidades microbianas naturales, en las
que la presencia de concentraciones letales de antibidticos no puede haber constituido nunca
una presion selectiva, permite también especular con la posibilidad de otras funciones para

estas moléculas, mas alla de la estricta antibiosis (Aminov, 2009).

Por lo general, en condiciones de laboratorio la producciéon de metabolitos secundarios
por los Streptomyces se produce de manera dependiente de la fase de crecimiento del cultivo.
En medios sdélidos esto se traduce en una coincidencia con la diferenciacion morfoldgica,
mientras que en medios liquidos la produccién de metabolitos secundarios coincide con el
final de la fase exponencial de crecimiento o bien con el inicio de la fase estacionaria. Las
especies de Streptomyces sélo esporulan en medio sdlido salvo excepciones como las de S.
griseus, S. venezuelae o S. brasiliensis (Daza et al., 1989; Glazebrook et al., 1990; Rueda et al.,
2001). Numerosas condiciones ambientales y fisioldgicas influyen en la produccidon de
metabolitos secundarios (Kieser et al., 2000; Bibb, 2005), casi siempre a través de complejos
mecanismos, que gobiernan la expresion de los genes que codifican la maquinaria enzimatica
encargada de su biosintesis. También existe una estrecha coordinacion entre los procesos de
diferenciacion en respuesta a la escasez de nutrientes y la produccién de metabolitos

secundarios debido a la existencia de una regulacidén genética comun a ambos fendmenos.

Los genes implicados en la biosintesis de un determinado metabolito secundario se

encuentran agrupados en el genoma, formando agrupaciones génicas (clusters), cuyos
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tamanios varian desde unas pocas kb hasta 100 kb (Bentley et al., 2002; Ohnishi et al., 2008).
Ademads, se conocen algunos plasmidos lineales que acomodan genes del metabolismo
secundario, como pSCP1 en S. coelicolor para la metilenomicina (Kirby y Hopwood, 1977),
pPZG103 en S. rimosus para la oxitetraciclina (Gravius et al., 1994), pSLA2-L en Streptomyces
rochej para la lankacidina y la lankamicina (Kinashi et al., 1994) y el megaplasmido pSCL4 de S.
clavuligerus que contiene unas 25 agrupaciones de metabolitos secundarios (Medema et al.,
2010). Estas agrupaciones de genes biosintéticos (clusters) de metabolitos secundarios no son
exclusivos de Streptomyces, sino que constituyen la tipica forma en que estos genes aparecen
organizados en todo el mundo microbiano debido a su origen de tipo evolutivo (Martin y Liras,

1989; Liras y Martin, 2006).

La activacion del metabolismo secundario y la diferenciacion morfoldgica estan
relacionadas (Demain y Fang, 1995). El crecimiento de las bacterias del género Streptomyces se
caracteriza por un paro temporal del mismo (Granozzi et al., 1990; Novotna et al., 2003) el cual
precede a la produccidn de antibiéticos (Del Sol et al., 2003) y puede activar los genes de
biosintesis y resistencia a antibidticos (Salah-Bey et al., 1995), estimular una respuesta de
estrés (Puglia et al., 1995) asi como el cese de la sintesis de algunas proteinas ribosomales
(Blanco et al., 1994). El modelo del ciclo de vida de Streptomyces propuesto recientemente por
Manteca et al. (2008) (Manteca et al., 2008), correlaciona la parada del crecimiento con la fase
de transicién entre el primer micelio compartimentalizado y el segundo micelio multinucleado,

el cual posee el potencial para la produccién de metabolitos secundarios.

Tradicionalmente, se han descrito diferentes niveles de regulacién en la biosintesis de
metabolitos secundarios en Streptomyces. Un primer nivel corresponde a los genes que estdn
implicados en la regulacién de la produccién de metabolitos secundarios y en la diferenciacion
morfoldgica, como los genes bld o los implicados en la respuesta estricta como relA. El
segundo nivel esta representado por genes con efecto pleiotrépico en una o varias rutas de
biosintesis de metabolitos secundarios, como afsR. Y por ultimo, el tercer nivel de esta cascada

de regulacion comprende a los reguladores especificos de ruta (Arias et al., 1999).

Estudios recientes demuestran que los mecanismos de control en Streptomyces
conforman una red mucho mas compleja, en la cual existe una regulacion cruzada entre los
reguladores especificos de una ruta. Asi, se encuentran reguladores asociados a un metabolito

determinado implicados en la regulacién de otras agrupaciones génicas de biosintesis, y estos
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reguladores del tercer nivel también ejercen su control sobre los reguladores designados como

de alto nivel pleiotrépicos (Huang et al., 2005).

> Regulacién nutricional

Las fuentes facilmente asimilables de carbono, nitrégeno y fosfato estimulan el
crecimiento, mientras que sus metabolitos inhiben la mayor parte de los procesos no

esenciales en el organismo.

Existe una gran variedad en la preferencia de utilizacidn de fuentes de nitréogeno por
los Streptomyces asi, la asparragina y la glutamina favorecen la produccion de cefalosporinas
por S. clavuligerus (Aharonowitz y Demain, 1979), el acido aspdrtico conduce a altos niveles de
oleandomicina en S. antibioticus y, a veces, el efecto se debe a un papel como precursores
como es el caso de S. ambofaciens con el que se consigue una buena producciéon de
espiramicina utilizando valina e isoleucina como fuentes de nitrégeno (Lebrihi et al., 1992). La
adicién de L-lisina (un precursor del acido pipecdlico) al medio de fermentacidn provoca un
incremento del 150% en la produccion de rapamicina por Streptomyces hygroscopicus, (Cheng
et al., 1995), y un aumento del 400% en la produccién de cefamicina C (Rius et al., 1996). En
otros casos se ha observado que un exceso de amonio provoca un descenso en la produccion

de metabolitos secundarios (Aharonowitz, 1980).

La produccion de muchos metabolitos secundarios estd regulada por el fosfato
presente en el medio. Muchos antibidticos sélo se producen en condiciones nutricionales
limitantes de fosfato (Martin, 2004; Apel et al., 2007). La biosintesis de antibidticos formados
directamente a partir de aminodcidos es menos sensible a la regulacién por fosfato que la
sintesis de los policétidos (derivados del malonil-CoA) o aminoglicésidos (derivados de glucosa)
(Martin, 1989). El sistema de dos componentes PhoR-PhoP en S. coelicolor afecta (directa o
indirectamente) a la produccidon de actinorrodina y undecilprodigiosina (Sola-Landa et al.,
2003; Santos-Beneit et al., 2011). El control por fosfato se ha estudiado en la produccién de
candicidina por S. griseus (Asturias et al., 1990), pimaricina por S. natalensis (Mendes et al.,
2007), y oxitetraciclina por S. rimosus (McDowall et al., 1999; Tang et al., 2011), entre otros.

La limitacién de aminodcidos en el medio de cultivo conduce a la activacién del sistema
de regulacion conocido como respuesta estricta. En este mecanismo los ARNt descargados se
unen al sitio A del ribosoma induciendo que la proteina relA asociada a los ribosomas, catalice
la sintesis de ppGpp (guanosina 5'-difosfato-3’-difosfato) lo que conduce a un descenso de

formacién del ARNr y al bloqueo de la transcripcidn de muchos genes necesarios para el
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crecimiento rapido (Ochi, 1990). En general se inicia la expresion de genes de la fase
estacionaria (proteinas implicadas en morfogénesis o metabolismo secundario principalmente)
(Hesketh et al., 2007). El ppGpp es una senal para el comienzo de la biosintesis de antibidticos
(Kelly et al., 1991; Xu et al., 2002) sin embargo este no es el caso de S. clavuligerus, donde se
ha observado una superproduccion de antibidticos en mutantes relA no productores de ppGpp

(Gomez-Escribano et al., 2008).

> Regulacién pleiotrépica

Estos reguladores participan en el metabolismo secundario influyendo sobre la
expresion de los reguladores especificos de ruta, pero sin actuar de manera directa sobre los

genes biosintéticos presentes en las agrupaciones génicas de los metabolitos secundarios.

La complejidad de la regulacién pleiotrépica del metabolismo secundario de
Streptomyces queda patente en el hecho de que sélo en S. coelicolor se conocen mas de veinte
reguladores pleiotrépicos encargados de modular la sintesis de los cuatro antibidticos
clasicamente producidos por esta bacteria (Bibb, 1996). A esto hay que unirle que en el
genoma de S. coelicolor existen otras 25 agrupaciones génicas responsables de la biosintesis de
otros tantos metabolitos secundarios y que se estima que hasta ocho reguladores diferentes
podrian estar uniéndose de manera directa a los promotores de los reguladores especificos de
ruta actll-orf4 y red en S.coelicolor (Park et al., 2009; Liu et al., 2013). Ademads, existen
multiples subniveles en la actuacién de los reguladores pleiotrépicos, actuando en cascada, y
muchas veces esas interacciones parecen formar mds una red que la clasicamente asumida
jerarquia escalonada (Huang et al., 2005). Asi; algunos reguladores pleiotrépicos, como adpA,
afectan a niveles muy elevados de la cascada de sefales, perteneciendo sus efectos a multiples
funciones celulares, mientras que otros parecen restringir sus efectos al control del
metabolismo secundario, como en el caso del sistema de dos componentes AbsA1-AbsA2, que
reprime la produccién de los cuatro antibidticos caracteristicos de S. coelicolor (Brian et al.,

1996; Anderson et al., 2001).

A) Moléculas senal tipo y-butirolactonas

Los microorganismos del género Streptomyces emplean moléculas de tipo y-
butirolactona (imagen 1.1) como sefales quimicas u hormonas bacterianas en el control de la
produccién de antibidticos y, en algunos casos como S. griseus o S. rochei (Arakawa et al.,
2007; Horinouchi, 2007), también en la diferenciacion morfoldgica. Estas moléculas son

efectivas a muy baja concentracién (del orden nanomolar) y presentan diversas estructuras
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que difieren en la longitud, ramificacion y estereoquimica de la cadena lateral de tipo acido

graso (Takano, 2006).
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S. griseus S.virginiae S.lavendulae

Imagen 1.1. Estructura quimica de algunas y-butirolactonas de Streptomyces. Modificado de Takano 2006.

Las y-butirolactonas se unen a un receptor citoplasmatico impidiendo la interacciéon
del mismo con su diana en el cromosoma. La mayoria de estos receptores son represores por
lo que la unién a las moléculas sefial provoca la activacion de determinados genes. Las
proteinas receptoras presentan una alta especificidad por una y-butirolactona determinada
(Ohnishi et al., 2005). Los procesos de biosintesis de estas moléculas sefial no han sido
completamente descifrados, pero si se conocen algunas de las proteinas implicadas como afsA
en S. griseus. La mas representativa de las y-butirolactonas y la primera en describirse fue el
factor A (Khokhlov et al., 1973), inductor de la produccién de estreptomicina y de la

esporulacion en S. griseus (Horinouchiy Beppu, 1992).

La adicidn de y-butirolactonas a un medio de fermentacién de Streptomyces provoca
un adelanto en el inicio de la produccién de metabolitos secundarios (Takano et al., 2001); lo
que ha llevado a especular sobre la funcidn de las y-butirolactonas como moléculas de quorum
sensing (Folcher et al., 2001). Otros autores opinan que la sintesis de estas moléculas es
debida a una seiial fisioldgica desconocida, como puede ser una limitacién en los nutrientes, y

no como indicadores de la densidad celular (Bibb, 2005).

B) Regulacion mediante sistemas de dos componentes

Los sistemas de dos componentes son un mecanismo conservado, para el control de la
expresion de determinados genes en respuesta a factores del medio, fundamentalmente en
procariotas (Stock et al., 1990). Estos sistemas transductores de sefiales se componen de una
quinasa sensora y un regulador de respuesta (Figura 1.6) donde el dominio extracitoplasmatico

de la proteina sensora responde a determinados estimulos. La transduccién de la seiial
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requiere, en primer lugar, la autofosforilaciéon en un residuo de histidina de la proteina sensora
en su forma dimérica, la cual actua fosforilando un residuo de aspartato presente en el
regulador de respuesta (Hakenbeck y Stock, 1996). La fosforilacion del regulador de respuesta

controla la actividad de éste que, por lo general, actia como activador transcripcional.

_ Regulador de
@ Quinasa sensor respuesta

Dominio Dominio de Dominio de Dominio Dominio
sensor dimerizacion unién a ATP regulador efector

Figura 1.6. Modo de activacion de un sistema de dos componentes. Un sistema de dos componentes estd
constituido por una quinasa sensora y un regulador de respuesta. Ante un determinado estimulo la quinasa sensora
se autofosforila en un residuo de histidina y se transfiere un grupo fosfato a un residuo de aspartato del regulador

de respuesta provocando su activacion. Modificado de Hutchings et al. 2004.

Entre los sistemas de dos componentes descritos en Streptomyces estan el operdn
CutRS y el sistema AbsA1-AbsA2. Mutantes de Streptomyces lividans defectivos en cutR o cutS
producen en mayor cantidad actinorrodina (Tseng y Chen, 1991) y la sobreexpresion de cutRS
en S. coelicolor reprime la produccidon (Chang et al., 1996). El sistema AbsA1-AbsA2 también
reprime la produccion de antibidticos (McKenzie y Nodwell, 2007). El control por fosfato en la
biosintesis de metabolitos secundarios esta mediado por el sistema de dos componentes
PhoR-PhoP ya indicado previamente. La secuenciacion del genoma de S. coelicolor permitio
identificar 84 genes que codifican quinasas sensoras, 67 de los cuales se localizaban préoximos a
genes que codificaban reguladores de respuesta, por lo que se podria suponer la existencia de

al menos 67 posibles sistemas de dos componentes (Hutchings et al., 2004).

C) Sistemas de serina-treonina quinasas

La transduccion de sefales en bacterias no sélo esta mediada por sistemas de dos
componentes, sino también por proteinas tipicas de eucariotas como las serina-treonina
quinasas (Zhang, 1996). Una de estas proteinas es el factor de transcripcion AfsR que participa
en la regulacion del metabolismo secundario en S. coelicolor y en S. lividans (Atsushi et al.,

1994) y en la diferenciacion morfoldgica en S. griseus (Umeyama et al., 1999).
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El regulador AfsR (homdlogo al de muchos reguladores especificos de ruta, si bien no
puede complementar la funciéon de éstos) codifica una proteina de 993 aminoacidos que
incorpora en su regidon N-terminal un dominio de unién a ADN de tipo SARP (del inglés
Streptomyces antibiotic regulatory proteins), mientras que en su regién central contiene
dominios de unién a ATP de tipo A y B (Floriano y Bibb, 1996; Bibb, 2005). Al menos tres
quinasas diferentes (afsK, afsL y pkaG) son capaces de autofosforilarse en respuesta a
diferentes estimulos ambientales para después trasferir ese grupo fosfato a afsR (Sawai et al.,
2004), que funciona como mecanismo integrador para esas sefiales (Horinouchi, 2003). Una
vez fosforilada, AfsR se une al promotor de otro regulador pleiotrépico AfsS, activando su
transcripcién (Lee et al., 2002; Tanaka et al., 2007) (figura 1.7). AfsS es una proteina de 63
aminodcidos, con algunos residuos conservados respecto al dominio 3 de los factores sigma
(Kim et al., 2007) y cuyos homologos en la naturaleza se circunscriben a pocas especies de
Streptomyces (Lian et al., 2008). Mediante un mecanismo que aun se desconoce, afsS afecta la
expresion de hasta 117 genes en S.coelicolor, relacionados en su mayoria con la sintesis de

actinorrodina y con la activacion de respuestas frente a estrés nutricional (Lian et al., 2008).

Extmrionr

Afsi-P Afak

Inlarior

Metabolismo secundario

Figura 1.7. Modelo de la regulacién de la produccién de antibiéticos por AfsK y AfsR. Modificado de Bibb 2005.
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D) Cascada reguladora de los genes bld

Los mutantes bld (del inglés bald, calvo) del género Streptomyces son incapaces de
formar micelio aéreo vy las colonias presentan una apariencia suave y brillante (Merrick, 1976)).
Este tipo de mutantes no producen la proteina SapB, necesaria para formar la capa hidrofébica
que recubre las hifas y romper la tensidn superficial que permite emerger al micelio aéreo.

Algunos mutantes bld son defectivos en la produccion de antibidticos (Nodwell et al., 1999).

Los genes bld codifican diferentes tipos de moléculas, como ARNt (b/dA (Lawlor et al.,
1987)), un transportador de membrana (bldK (Nodwell y Losick, 1998)), un factor sigma (bldN
(Bibb et al., 2000)), un factor anti-anti-sigma (b/dG (Bignell et al., 2000)), y varios factores de
transcripcién (bldB (Pope et al., 1998), bldD (Elliot et al., 1998; Elliot et al., 2001; Elliot et al.,
2003) y bldM (Molle y Buttner, 2000)).

Estudios de complementacidon de mutantes realizados con todos los posibles pares de
mutantes bld (en forma decrecimiento préximo de dos determinados mutantes) restablecen la
formacién del micelio aéreo y han permitido determinar el orden de la cascada de los genes

bld (Willey et al., 1993; Nodwell et al., 1999).

Uno de los genes bld mejor caracterizados es bldA (Piret y Chater, 1985), que codifica
el Unico ARNt especifico para los codones UUA para leucina (Lawlor et al., 1987). Los codones
TTA no aparecen en los genes que se expresan durante el crecimiento vegetativo, ni en los
genes estructurales de la produccién de antibiéticos o la diferenciacion morfoldgica; pero, en
cambio, si aparecen en genes que se expresan en la Ultima fase del crecimiento, como son los
genes que codifican reguladores especificos de las rutas de biosintesis de antibiéticos, genes
de esporulacidon o enzimas extracelulares (Leskiw et al., 1991; Chater y Chandra, 2008). Los
niveles del ARNt codificado por b/dA permanecen bajos hasta el inicio del metabolismo
secundario y la diferenciacién morfoldgica, siendo maximos en la uUltima fase del crecimiento

(Leskiw et al., 1993; Trepanier et al., 1997).

> Regulacion especifica de ruta

En las agrupaciones génicas para la biosintesis de metabolitos secundarios es muy
frecuente encontrar uno o mas genes reguladores encargados especificamente de la
modulacién directa de los genes de la agrupacion. Estos efectores son, en todos los casos,
proteinas de unidn a ADN generalmente activadores transcripcionales y, en algunas ocasiones,

represores.
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Mas del 95% de las proteinas de unidon a ADN en procariotas contienen un motivo
hélice-giro-hélice (HTH, del inglés helix-turn-helix) de unién al ADN, mientras que en el 5%
restante se encuentran representados por otros motivos mas comunes en los eucariotas,
como los dedos de zinc, los hélice-bucle-hélice (HLH, del inglés helix-loop-helix) o las laminas B
antiparalelas (Harrison, 1991; Maddocks y Oyston, 2008). Los reguladores especificos de ruta
pertenecen, en todos los casos conocidos hasta ahora, a familias de proteinas reguladoras que
se caracterizan por poseer diferentes versiones del motivo HTH en sus dominios de unién al

ADN.

A) Familia de reguladores SARP

El grupo de reguladores mejor representado en las agrupaciones génicas de
antibidticos de Streptomyces son los denominados SARPs (del inglés, Streptomyces activator
regulatory proteins), los cuales presentan en sus dominios de unidn a ADN una elevada
similitud con los de las proteinas de la familia OmpR, (Wietzorrek y Bibb, 1997) y por ello
algunos autores los consideran como una subfamilia de los OmpR (Pérez-Rueda y Collado-
Vides, 2000). Poseen ademas un dominio BTAD (del inglés, Bacterial transcriptional activator
domain) junto al dominio HTH (Tanaka et al., 2007). Resulta notable que, al contrario que la
mayoria de los miembros de la familia OmpR y siendo también activadores transcripcionales
(Martinez-Hackert y Stock, 1997), los SARP tienen su motivo de unién al ADN de tipo HTH en
las proximidades de su extremo N-terminal, un rasgo mucho mas corriente entre los

represores (Pérez-Rueda et al., 1998).

Son ejemplo de reguladores SARP: el regulador de la biosintesis de actinorrodina Actll-
orfd en S. coelicolor, (Arias et al., 1999), el regulador de la biosintesis de daunorrubicina en S.
peucetius, Dnrl (Madduri y Hutchinson, 1995; Tang et al., 1996), el de la biosintesis de
cefamicina C y 4acido clavulanico en S. clavuligerus, CcaR (Perez-Llarena et al., 1997b;
Santamarta et al., 2002; Santamarta et al., 2011), el de biosintesis de mitramicina en S.
argillaceus, MtmR (Lombd et al., 1999), el de biosintesis de filipina en S. avermitilis, PteR
(Ikeda et al., 2003), o el de biosintesis de pimaricina en S. natalensis, PimR (Antdn et al., 2004;

Santos-Aberturas et al., 2012) entre otros muchos.

En general, los miembros de la familia SARP actuan como reguladores especificos de
ruta, excepto en el caso de AfsR, cuyo efecto es integrador de multiples sefiales que se

traducen como una cascada de fosforilacién (Horinouchi, 2003).
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B) Familia de reguladores LAL

Las proteinas de la familia de reguladores transcripcionales LAL (del inglés, large ATP-
binding regulators of the LuxR family) contienen en el extremo amino terminal un bucle P de
unién a ATP y un dominio de union a ADN del tipo hélice-vuelta-hélice caracteristico de la
familia LuxR en el extremo carboxilo terminal (De Schrijver y De Mot, 1999). Este tipo de
reguladores aparecen asociados especialmente a genes de biosintesis de policétidos como
picromicina (Wilson et al., 2001), anfotericina (Carmody et al., 2004), geldanamicina (He et al.,

2008) o rapamicina (Kuscer et al., 2007).

Se han identificado dos de éstos reguladores, SCO0877 y SCO7173, en el genoma de S.
coelicolor. Deleciones de estos genes mostraron una menor produccion de actinorrodina,
atribuible a la disminucién de la expresién de actll-orf4, junto con algunos efectos sobre los

genes reguladores globales para la produccidn de antibiéticos (Guerra et al., 2012).

> Regulacién mediante Riboswitch

Un mecanismo de regulacion descubierto recientemente implica el control de la
traduccién por metabolitos de bajo peso molecular y es conocido como Riboswitch. Se
denominan riboswitches a los ARNm capaces de unir a algin metabolito para, de esta manera,
controlar su propia expresion. El término riboswitch fue acufiado originalmente (Nahvi et al.,
2002) para designar un interruptor genético de ARN que se une directamente a metabolitos
sin la participacién obligada de proteinas. Las bacterias suelen utilizar estos elementos
genéticos como reguladores de las vias metabdlicas y como mediadores de los cambios en la
fisiologia celular. Muchos riboswitches se han localizado a través de busquedas en las regiones
no codificantes de los genomas bacterianos y algunos de ellos son sorprendentemente
complejos. Hay riboswitches capaces de unir vitaminas como la tiamina, cianocobalamina y
riboflavina (Mironov et al., 2002; Nahvi et al., 2002; Winkler et al., 2002; Winkler et al., 2002),
purinas como adenina y guanina (Mandal et al., 2003; Mandal y Breaker, 2004), aminoacidos
como glicina y lisina (Grundy et al., 2003; Sudarsan et al., 2003; Mandal et al., 2004) el i6n
magnesio, la S-adenosil metionina (Epshtein et al., 2003; McDaniel et al., 2003; Winkler et al.,
2003) la glucosamina-6-fosfato, un componente de los glucosaminoglicanos, los proteoglicanos
y los glicolipidos (Barrick et al., 2004; Serganov y Nudler, 2013). De algunos riboswitches,
denominados riboswitches “huérfanos” se desconoce tanto el metabolito que unen como la
via metabdlica que regulan. Curiosamente, dos de las diez clases mas comunes son los

llamados candidatos a riboswitch yybP (Barrick et al., 2004) y ydaO (Block et al., 2010). Se
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conocen 24 clases de riboswitch que son, probablemente, una pequeiia parte del total que

existe en la naturaleza (Ames y Breaker, 2010; Breaker, 2011).

En 1976 (White lll, 1976) se propuso que antes de que existiera la vida como la
conocemos, basada en el ADN vy las proteinas, existié una época en la que el ARN por si solo
era el portador de la informacién genética y tenia funciones cataliticas. Posteriormente se
postuld el denominado mundo de ARN (Gilbert, 1986) el cual se basa en la capacidad del ARN
de almacenar, transmitir y duplicar la informacidn genética de la misma forma que lo hace el
ADN, y actuar también como una ribozima desarrollando las funciones de las proteinas siendo
capaz de tener su propia vida independiente. De esta forma, la mayoria de las coenzimas
modernas surgieron como ayudantes quimicos de ribozimas mucho antes de que las proteinas
comenzaran a hacerse cargo de la mayoria de las funciones enzimaticas (Gilbert, 1986; Joyce,
1991). En este contexto algunos de los riboswitches comunes que vemos hoy en dia pueden
tener sus origenes en el mundo del ARN (Breaker, 2011; Breaker, 2012). Algunos aptameros
qgue forman parte de los distintos riboswitches originalmente pudieron haber servido como
dominios reguladores alostéricos de ribozimas o podrian haber regulado la antigua
transcripcidn para controlar la produccién de ribozimas y otros ARN no codificantes (en lugar

de ARNm) (Breaker, 2011).

Aunque la mayoria de los riboswitches se han encontrado exclusivamente en bacterias,
también se han identificado en plantas y hongos (Kubodera et al., 2003; Sudarsan et al., 2003;
Galagan et al., 2005; Cheah et al., 2007), e incluso pueden estar presentes en eucariotas

(Borsuk et al., 2007).

Las primeras pruebas experimentales de que algunos ARN mensajeros tenian dominios
de unién especificos a metabolitos para controlar la expresién génica fueron publicados hace
casi una década (Mironov et al., 2002; Nahvi et al., 2002; Winkler et al., 2002; Winkler et al.,
2002). Estos estudios han confirmado las especulaciones anteriores (Gelfand et al., 1999; Nou
y Kadner, 2000; Miranda-Rios et al., 2001; Stormo y Ji, 2001) de que los ARN mensajeros
pueden detectar y responder directamente a los cambios en las concentraciones de pequenas

moléculas.

Los riboswitches estan formados por dos regiones, la plataforma de expresion y el
dominio de unidn al metabolito diana (aptdmero) (Mandal y Breaker, 2004; Nudler y Mironov,

2004; Winkler y Breaker, 2005). Los aptameros son oligonucleétidos de cadena sencilla con
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tamafios entre 70 y 100 nucledtidos capaces de reconocer de forma especifica y con alta
afinidad a varios tipos de moléculas diana mediante un plegamiento tridimensional de su
cadenay, ademas, estan muy conservados a través de la evolucidon. En contraste, la plataforma
de expresidén de cada riboswitch, responsable de modular la expresién génica como resultado
de la unién del ligando, puede variar considerablemente (Barrick y Breaker, 2007). En las
bacterias, las plataformas de expresién tipicamente controlan la transcripcion (figura 1.8.A),
mediante la formacion de un terminador, o la traducciéon (figura 1.8.B) mediante la
“ocultaciéon” de la secuencia de Shine-Dalgarno que necesita ser reconocida por el ribosoma

durante la iniciacion de la traduccidn.

Transcripcion
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l Traduccion
_'.
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Anti-terminador Ligando 0 i
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Mo transcripcion Mo traduccidn
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5 : ——p 5 —
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Figura 1.8. Mecanismos de control de genes mediante riboswitch. (A) Regulacion de la
transcripcion. Cuando no existe el ligando, la transcripcion del gen corriente abajo esta
permitida debido a la formacidn de un anti-terminador. Sin embargo, cuando el aptdmero que
forma parte del riboswitch es capaz de unirse al ligando, se forma un terminador de la
transcripcion. (B) Regulacion de la traduccion. En ausencia de ligando, un ribosoma se une a la
regiéon RBS (sitio de unién al ribosoma) en el ARNm dando lugar al inicio de la traduccion.
Cuando el ligando esta disponible, éste se une al aptamero “ocultando”, de esta manera, la
regién RBS que no es reconocida por el ribosoma y, por tanto, no puede iniciarse la traduccién.

Modificado de Kim et al. 2008 .

Otra caracteristica de los riboswitches bacterianos es su localizacién casi exclusiva en
las regiones 5" no traducidas (UTRs) de los ARNm cuya expresidn controlan. Esta disposicion
permite que sea sintetizado en primer lugar y responda a la unién del ligando antes de que se

transcriba el gen o grupo de genes que se encuentran corriente abajo (Breaker, 2011).
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1.2. Streptomyces clavuligerus

S. clavuligerus se aislé inicialmente como productor del compuesto B-lactdmico
cefamicina C, un antibidtico que inhibe la biosintesis de peptidoglicano por interaccién con las
transpeptidasas de la pared celular (Nagarajan et al., 1971). La cefamicina C es una molécula
de tipo cefalosporina (Whitney et al., 1972) cuya biosintesis comparte algunos pasos con la
ruta de formacién de penicilinas y cefalosporinas (Aharonowitz et al., 1992). Durante un
sistema de busqueda de microorganismos productores de inhibidores de B-lactamasas, se
descubrié que S. clavuligerus producia acido clavulanico (Brown et al., 1976) y otras clavamas,
moléculas con estructura similar al acido clavulanico pero con estereoquimica 55 en vez de 5R,
las cuales carecen de actividad inhibidora de B- lactamasas, aunque algunos representantes de

esta familia poseen actividad antiflngica o antibacteriana (Brown et al., 1979).

Combinaciones de acido clavuldnico y un antibidtico B-lactamico son prescritos
actualmente como preparados comerciales, en la mayoria de los paises, haciendo del acido
clavuldnico un producto muy rentable en la industria farmacéutica (Saudagar et al., 2008). Uno
de los mas empleados es el Augmentin®, que en 1995 era el segundo antibacteriano mas
vendido en el mundo con unas ventas de 1,3 billones de ddlares en EE.UU (Demain, 1999;

Elander, 2003).

El tamafio determinado para el cromosoma de S.clavuligerus es de 6,7 Mb y su
contenido en G+C del 69%. Ademas, posee al menos tres plasmidos: pSCL1 (11.7 kb), pSCL2
(120 kb) y pSCL3 (430 kb) (Keen et al., 1988; Wu y Roy, 1993; Netolitzky et al., 1995) junto con
el megaplasmido pSCL4 de 1,8 Mb que constituye un inmenso reservorio de informacion
relacionada con la sintesis de multiples metabolitos secundarios en casi su totalidad (Medema

etal., 2010).

1.2.1. Produccion de metabolitos secundarios por S. clavuligerus

Debido a la importancia clinica y comercial del acido clavuldnico, la produccién de
estos metabolitos secundarios ha sido objeto de una intensa investigacidn en los ultimos afos,
y las revisiones que se han publicado son muy numerosas (Song et al., 2010; Liras et al., 2011;
Jensen, 2012; Paradkar, 2013; Barredo et al., 2014). La coproduccién de acido clavuldnico y

cefamicina C en un mismo microorganismo se haya debido posiblemente a la fuerte presidn
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selectiva ejercida por bacterias resistentes a B-lactamasas que comparten el mismo nicho
ecoldgico que S. clavuligerus (Challis y Hopwood, 2003). Otras especies de Streptomyces como
S. jumonjinensis y S. katsurahamanus también producen acido clavulanico (Brown et al., 1976;
Ward y Hodgson, 1993). Ademas del acido clavulanico y cefamicina C, en S. clavuligerus se han
descrito dos proteinas inhibidoras de B lactamasas: BLIP (Doran et al., 1990) y BLP (Perez-
Llarena et al., 1997a), aunque estudios de Thai et al. 2001 (Thai et al., 2001) indican que sdlo la
proteina BLIP posee actividad inhibidora de B-lactamasas. Otros compuestos formados por S.
clavuligerus son: 1) derivados del acido olivanico (Brown et al., 1977), 2) penicilinas y
cefalosporinas, como intermediarios de la biosintesis de cefamicina C (Nagarajan et al., 1971),
3) holomicina, un antibidtico del tipo pirrotina que inhibe la sintesis de ARN (Kenig y Reading,
1979) y 4) una molécula de tipo tunicamicina (Kenig y Reading, 1979). También se ha descrito
la produccién del inmunosupresor tacrolimus por algunas cepas de S. clavuligerus (Kim y Park,

2008).

1.2.2. Biosintesis de dacido clavuldnico y cefamicina C

Las agrupaciones para la biosintesis de cefamicina C (figura 1.9.A) y de a&cido
clavulanico (figura 1.9.B) en S. clavuligerus se encuentran contiguas en el genoma, al igual que
en S. katsurahamanus y S. jumonjinensis (Ward y Hodgson, 1993). La informacién referente a
ambas agrupaciones génicas ha sido ampliamente revisada (Martin y Liras, 2010; Liras et al.,

2011; Jensen, 2012).
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Figura 1.9. Agrupacion biosintética de cefamicina C (A) y acido clavulanico (B). Notese que el gen ceaS2 se ha
incluido en A y B para indicar que ambas agrupaciones son adyacentes. El tamafio de los genes no estd a escala.

Modificado de Santamarta et al. 2011.
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En la agrupacion de cefamicina C se encuentra el gen CcaR, que codifica un regulador
transcripcional de la familia SARP cuya interrupcion elimina la produccidn de cefamicina Cy de
acido clavulanico pero no de otras clavamas (Perez-Llarena et al., 1997b; Santamarta et al.,
2011). CcaR controla la produccidn de acido clavulanico uniéndose al promotor del gen ceaS2 y
también regulando la expresidn de ClaR, activador transcripcional tipo LysR, que controla los
genes para las etapas tardias que van desde el acido clavaminico hasta el acido clavulanico
(Paradkar et al., 1998; Perez-Redondo et al., 1998; Tahlan et al., 2004).

Existen fragmentos duplicados de la agrupacidn de genes de 4cido clavulanico (figura
1.10). Salowe et al. (1990) (Salowe et al., 1990) purificaron dos isoenzimas con actividad
clavaminato sintasa en S. clavuligerus y a partir de ellas se clonaron y secuenciaron los genes
casly cas2 (Marsh et al., 1992), localizados en la agrupacion de clavamas (Mosher et al., 1999)
y en la agrupacidon de acido clavuldnico (Aidoo et al., 1994), respectivamente. Otros genes
pardlogos detectados son ceaS1, bls1, pahl (etapa temprana de la via) y oatl (Tahlan et al.,
2007). La agrupacion de genes paralogos contiene a cvmébp y cvm7p, que se asemejan a cvmé y
cvm7 de la agrupacion de las clavamas. Sin embargo, a diferencia de cvm6 y cvm7, la mutacion
de cvmé6p (codifica una aminotransferasa putativa) o cvm7p (codifica un activador
transcripcional de la biosintesis de clavamas (Kwong et al., 2012) suprime la produccidon de las
clavamas (Tahlan et al., 2007) y no manifiesta efecto sobre la produccion de acido clavulanico.
Se ha propuesto que cvmé6p desamina el acido clavaminico para producir el aldehido
intermedio predicho por Egan et al. (1997) (Egan et al., 1997). Cvm7p es un regulador de via
especifico para los pasos finales de la biosintesis de clavamas localizado corriente arriba del
conjunto de tres genes, snk-resl-res2, que codifica los elementos de un “atipico” sistema
regulador de dos componentes (Jensen, 2012). Mutaciones de los genes snk y res2 causan la
pérdida de produccién de clavamas sin ningun efecto en la producciéon de acido clavulanico,
mientras que la mutacion de res1 aumenta la produccion de clavamas (Kwong et al., 2012). Los
genes por debajo de res2 en la agrupacion paradloga parecen no estar relacionados con la
produccién de las clavamas (Jensen, 2012). En el otro extremo de la agrupacion paraloga, se
encuentran orfA, orfB, orfC, y orfD, genes que tienen funciones especificas en la biosintesis de
alanilclavamas (Zelyas et al., 2008). La mutacién de cualquiera de los genes orfA-orfD suprime
la produccién de alanilclavamas sin afectar la produccion de cualquiera de los otros
compuestos, incluyendo el 4cido clavulanico. Ademas, los mutantes en orfCy orfD acumulan el
intermediario 8-hidroxialanilclavama que no se encuentra en la cepa silvestre. Los genes
corriente arriba de orfD parecen no estar relacionados con la biosintesis de clavamas (Jensen,

2012). Un estudio reciente demostré que el cultivo en medio liquido de soja de las cepas
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delecionadas en ceaS1 produce una reduccidn leve de biosintesis de clavamas, mientras que la

interrupcion de ceaS2 la abolia por completo (Kwong et al., 2013).

orfD orfC  orfA ceaS1 paht cvm6p cvm7p snk res2
orfB bls1 oat1 rest

Figura 1.10. Cluster paralogo de acido clavulanico y clavamas en Streptomyces clavuligerus.
Con flechas blancas se representan los genes tempranos; las flechas grises corresponden a los

genes tardios. Modificado de Jensen 2012.

1.2.3. Biosintesis de holomicina

» Caracteristicas de la molécula de holomicina

La holomicina es un metabolito secundario que pertenece a la clase de las
ditiolopirrolonas. Las ditiolopirrolonas constan de un cromdéforo formado por dos anillos
heterociclicos pentagonales fusionados, en el que un anillo presenta un enlace disulfuro y el
otro anillo presenta diferentes radicales N-acilos. Las ditiolopirrolonas de origen bioldgico se
pueden dividir en tres grupos: de tipo tiolutina (derivados N-metilo, N-acilpirrotina), de tipo
holomicina (derivados N-acilpirrotinas) y de tipo tiomarinol (derivados complejos),
dependiendo de los sustituyentes del anillo pirrotinico en las posiciones R1, R2 y R3 (tabla 1.1y
figura 1.11) que son los que marcan las diferencias entre las distintas moléculas (Qin et al.,

2013b).

R1\N,— R?
R, = cadenas acilo R,=H R = derivados N-metil-N-acilpirrotinas
0 X R; =cadenas acilo R,=H R; = derivados N-acilpirrotinas
5 R;=CH, R, = aldehido Rj; = derivados N-acilpirrotinas
\ e o _ T >
,N LS R, = &cidos marindlicos R,=H R5 = H; tiomarinoles
Ra

Figura 1.11. Estructura general de las ditiolopirrolonas de origen biolégico. Modificado de Qin

etal., 2013b.
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Estructura

Nombre Cepa originaria
R1 R2 R3
Aureotricina CH3CH,CO H CHs; Streptomyces sp. 26A
Tiolutina CH;CO H CH; Streptomyces albus
Isobutanailpirrotina (CH3),CHCO H CHs Saccharothrix algeriensis
Butanoilpirrotina CH3(CH2),CO H CHs; Saccharothrix algeriensis
Senecioilpirrotina (CH3),C=CHCO H CH; Saccharothrix algeriensis
Tigloilpirrotina (CH3)CH=C(CH3)CO H CHs Saccharothrix algeriensis
Xenorabdina 4 CH3(CHy)4,CO H CH;  Xenorhabdus nematophilus XQ1 (ATCC 39497)
Xenorabdina 5 (CH3)2CH(CH,)sCO H CH;  Xenorhabdus nematophilus XQ1 (ATCC 39497)
Holomicina CH3;CO H H Streptomyces griseus (NRRL 2764)
N-Propanoilholotina CH3;CH,CO H H Streptomyces sp. P662
vD844 CHO CHs H Actinomycete sp.
Xenorabdina 1 CH3(CH,)4,CO H H Xenorhabdus nematophilus XQ1 (ATCC 39497)
Xenorabdina 2 (CH3),CH(CH);CO H H Xenorhabdus nematophilus XQ1 (ATCC 39497)
Xenorabdina 3 CH3(CH;)sCO H H Xenorhabdus nematophilus XQ1 (ATCC 39497)
Xenorabdina 8 decanoil H H Pseudoalteromonas sp. SANK 73390
Xenorabdina 9 dodecanoil H H Pseudoalteromonas sp. SANK 73390
Xenorabdina 10 E-dec-3-enoil H H Pseudoalteromonas sp. SANK 73390
Xenorabdina 11 Z-dec-4-enoil H H Pseudoalteromonas sp. SANK 73390
Xenorabdina 12 E-tetradecenoil H H Pseudoalteromonas sp. SANK 73390
Xenorabdina 13 Z-hexadecenoil H H Pseudoalteromonas sp. SANK 73390
Tiomarinol A Acidos Marindlico A H H Pseudoalteromonas sp. SANK 73390
Tiomarinol B Acidos Marindlico B H H Pseudoalteromonas sp. SANK 73390
Tiomarinol C Acidos Marindlico C H H Pseudoalteromonas sp. SANK 73390
Tiomarinol D Acidos Marindlico D H H Pseudoalteromonas sp. SANK 73390
Tiomarinol E Acidos Marindlico E H H Pseudoalteromonas sp. SANK 73390
Tiomarinol F Acidos Marindlico F H H Pseudoalteromonas sp. SANK 73390
Tiomarinol G Acidos Marindlico G H H Pseudoalteromonas sp. SANK 73390

Tabla 1.1. Resumen de las ditiolopirrolonas de origen bioldgico. Modificado de Qin et al.,

2013b.

La holomicina, que lleva un grupo acetilo en la posicién R1 y sendos hidrégenos en las
posiciones R2 y R3 (figura 1.12), fue aislada y caracterizada por primera vez en Streptomyces
griseus (Ettlinger et al., 1959), y mas tarde en Streptomyces sp. P6621 (Okamura, 1977) y en

mutantes de S. clavuligerus (Kenig y Reading, 1979).
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Figura 1.12. Estructura de la molécula de holomicina. Modificado de Chorin et al.

2009.

Las ditiolopirrolonas producidas por especies de Streptomyces, ademas de la
holomicina, son la holotina (holomicina deacetilada), la tiolutina y la aureotricina (Celmer et
al., 1952; Celmer y Solomon, 1955). La mayoria de las ditiolopirrolonas son producidas por
Streptomyces u otros actinomicetos como Saccharothrix sp. (LAMARI et al., 2002; Lamari et al.,
2002). Sin embargo, se han encontrado recientemente bacterias Gram negativas productoras
de compuestos bioactivos con estructura de tipo ditiolopirrolona; de esta forma la holomicina
fue hallada en Photobacterium halotolerans S2753 (Wietz et al., 2010) y en Yersinia ruckeri
(Qin et al., 2013a). Las bacterias Gram negativas producen también la familia de las
xenorrabdinas, compuestos con el nucleo tipo holomicina caracteristico y largos sustituyentes
acilo en el grupo amino del cromdforo (tabla 1.1 y figura 1.11). Las xenorrabdinas son
productos de diferentes especies de Xenorhabdus, enterobacterias mutualistas de nematodos
entomoparasitos del género Steinernema (Mclnerney et al., 1991), y también son producidas
por Pseudoalteromonas SANK73390, y-proteobacterias aisladas en Japdn a partir de
invertebrados marinos (Murphy et al., 2011). También producidos por las Pseudoalteromonas
sp. se encuentran los tiomarinoles (tiomarinol A-G) (Shiozawa et al., 1993), grupo de
compuestos con estructura ditiolopirrolona pero mas complejos ya que ademas de contener el
croméforo caracteristico portan en su estructura acidos marindlicos unidos por un grupo

amida al cromdforo (tabla 1.1y figura 1.11).

Las ditiolopirrolonas poseen un amplio espectro de actividad contra bacterias Gram
positivas y la mayoria de las bacterias Gram negativas. Muchas ditiolopirrolonas actian contra
levaduras y hongos aunque la holomicina no es activa contra Saccharomyces cerevisie. Debido

al amplio espectro de accidn que poseen las ditiolopirrolonas se llevaron a cabo estudios de
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modificacién y sustitucidon en los que se encontraron moléculas que actuan como farmacos
citotdxicos contra varias lineas celulares tumorales de mamiferos (Webster et al., 2000; Li et
al., 2007). La mayoria de los estudios sobre el modo de accidn de las ditiolopirrolonas se han
hecho con tiolutina y holomicina. La tiolutina es un potente inhibidor de las ARN polimerasas |,
Il'y Il de S. cerevisie (Jimenez et al., 1973; Tipper, 1973). Tanto la tiolutina como la holomicina
inhiben in vivo, pero no in vitro, la sintesis de ARN en E. coli (Khachatourians y Tipper, 1974;
Oliva et al., 2001) y son activos en mutantes resistentes a rifampicina, contienen modificadas
las subunidades B de las ARN polimerasas (O'Neill et al., 2000). El modo de accién de estas
moléculas en células procariotas aun no esta claro, antifingica, esta ultima no observada en el

caso concreto de la holomicina (Oliva et al., 2001).

Puesto que el efecto inhibidor directo de la holomicina y la tiolutina sobre la ARN
polimerasa observado in vitro es débil se ha sugerido su funcién como precursores de drogas
mas activas que son las inhibidoras de las ARN polimerasas en el interior de las células (Oliva et
al., 2001). Asimismo, Juhl y Clark (1990) (Juhl y Clark, 1990) observaron que mutaciones en el
gen thdA de Escherichia coli producen un aumento de actividad sulfona oxidasa que elimina
dobles enlaces del anillo de la tiolutina y originan una molécula mas activa. Se ha propuesto
que los antibidticos del grupo de las pirrotinas como la tiolutina pueden ser andlogos tdxicos
de la biotina, el 4cido lipoico u otros cofactores o vitaminas que contienen azufre (Juhl y Clark,

1990).

> Produccion de holomicina por Streptomyces clavuligerus

La holomicina fue aislada por primera vez en S. clavuligerus por Kenig y Reading en
1979 (Kenig y Reading, 1979). La estructura de la molécula de holomicina difiere totalmente de
los compuestos B-lactamicos producidos por S. clavuligerus. La holomicina posee un color
amarillo caracteristico y muestra actividad antibiética frente a bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas (Liras et al., 2008). Durante la produccién de holomicina se obtienen
pequefias cantidades de holotina, que es el precursor desacetilado. La cepa silvestre, S.
clavuligerus ATCC 27064 produce trazas de ambos compuestos que se encuentran en el limite

de deteccion (menos de 11ug de holomicina por mg de ADN) (de la Fuente et al., 2002).

El analisis por espectrometria de masas de la holomicina origina fragmentos con
valores m/e de 214 (M+) y 172 (M+-CH,CO), asi como de 72 (C,H,SN) y 143 (C,HsSNO,),
debidos a la ruptura del enlace S-S y del enlace peptidico interno del anillo de la holomicina,

indicando una masa de 213,98 para la estructura de la molécula (C;HgN,0,S,). El espectro de
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absorcién ultravioleta de la holomicina disuelta en metanol muestra picos a longitudes de

onda de 246, 300 y 384 nm, caracteristicos del anillo pirrotinico (de la Fuente et al., 2002).

La biosintesis de holomicina en S. clavuligerus esta relacionada con la biosintesis de
acido clavuldnico. Mutantes interrumpidos en diferentes genes de la ruta de biosintesis de
acido clavulanico, no productores de acido clavulanico, producen niveles elevados de

holomicina (de la Fuente et al., 2002; Lorenzana et al., 2004), asi:

< los mutantes interrumpidos en los genes reguladores ccaR y claR, y el mutante
interrumpido en el gen biosintético tardio car (codifica la enzima acido clavulanico

reductasa), producen entre 200 y 450 pg de holomicina por mg de ADN.

< los mutantes interrumpidos en los genes cyp (codifica un citocromo p450), orfl12
(implicado en la conversidn de acido clavaminico en clavaldehido) y oppA2 (codifica

una oligopéptido permeasa) producen 1.200 pg de holomicina por mg de ADN.

Este es uno de los primeros ejemplos observados de activacion de una agrupacion
génica silenciada y las bases moleculares para su activacién estan empezando a conocerse. Se
ha comprobado que la produccion de holomicina esta estimulada por compuestos que inducen
estrés oxidativo (Nardiz et al., 2011), también por la adicion de arginina y se ha sugerido que
algun compuesto intermediario de biosintesis de clavulanico pudiera regular la formacién de
holomicina. Sin embargo este ultimo no parece ser el caso a la vista de los ultimos resultados
relacionados con los plasmidos de S. clavuligerus (Charusanti et al., 2012) donde se obtuvo una
cepa de S. clavuligerus de alta produccion de holomicina por la evolucién adaptativa contra
Staphylococcus aureus N315 resistente a meticilina. Esta cepa productora de holomicina habia
perdido el megaplasmido de 1.8 Mb, pSCL4, visto mediante analisis de los genes internos por
PCR. Estudios recientes en nuestro laboratorio han mostrado que la cepa S. clavuligerus
oppA2::aph, superproductora de holomicina contiene un bajo nimero de copias de los
plasmidos pSCL4 , pSCL2 y pSCL1. La capacidad de superproducir holomicina esta relacionada
especificamente con la pérdida del plasmido pSCL4 (Alvarez-Alvarez et al., 2013). La mutacidn
en el gen oppA2 estimula pero no es esencial para la superproduccién de holomicina. La
ausencia de pSCL4 es suficiente para la superproduccion habiéndose sugerido que este
plasmido contiene un gen regulador que reprime la formacidon de holomicina. La delecién de
oppA2 y la ausencia de pSCL4 producen efectos aditivos en relacién a la produccion de

holomicina (Alvarez-Alvarez et al., 2013).
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Al inicio de este trabajo de investigacion no se conocia la agrupacion de biosintesis de
holomicina en S. clavuligerus. En paralelo al trabajo que presentamos en esta memoria, en
septiembre de 2010, Li y Walsh (Li y Walsh, 2010) publicaron la identificacién de la agrupacion
génica de la holomicina en este microorganismo (figura 1.13). Mediante una busqueda
informatica en el genoma de S. clavuligerus identificaron un grupo de genes candidatos
incluyendo una péptido sintetasa no ribosomal (NRPS), codificada por el marco de lectura
orf3488 y denominada hiImE, una aciltransferasa (orf3483, himA), una fosfopantotenoilcisteina
descarboxilasa (orf3489, himF) y tres oxidorreductasas. La delecion génica tanto de h/mE como
de hImF anulaba la produccién tanto de holomicina como de holotina, apoyando fuertemente

la implicacién de este cluster de genes en la biosintesis de la molécula de holomicina.

2 Kb
3478 34833485 3487 3488 3489 3491 3492 34943495 3496
3486 3490 3493
3478: regulador transcripcional 3490: globina
3483: acetiltransferasa 3491: transportador tipo MFS
3485: acyl-CoA deshidrogenasa 3492: tiorredoxina-dis  ulfuro reductasa
3486: dominio tioesterasa 3493: proteina reguladora
3487: glucosa-metanol-colina oxidorreductasa 3494:d  ominio tioesterasa
3488: NRPS (Cy-A-T) 3495: dominio de condensacion
3489: fosfopantotenoilcisteina descarboxilasa 3496: regulador transcripcional del tipo LuxR

Figura 1.13. Agrupacion de genes propuesta por Li y Walsh para la biosintesis de holomicina en
S. clavuligerus. La agrupacion de genes propuesta para la biosintesis de holomicina consta de
catorce genes. Destacan entre ellos el orf3483, que codifica una acetiltransferasa que llevaria a
cabo la acetilacién de la holotina para convertirla en holomicina, y el orf3488 que codifica una
péptido sintetasa no ribosomal (NRPS) la cual posee un mddulo con tres dominios: ciclacion (Cy),
adenilacién (A), y tiolacion (T) en el orden candnico Cy-AT (Sattely et al., 2008).
Modificado de Li y Walsh 2010.

Todos estos genes, desde orf3483 hasta el orf3496, forman la agrupacion génica en S.
clavuligerus para la produccidn de holomicina. El grupo estd formado por un gen (hImE) que
codifica una NRPS con tres dominios: de ciclacién (Cy), adenilacién (A) y tiolacidn (T); dos genes
independientes que codifican tioesterasas (himC y himK); un gen independiente que posee un
dominio de condensacién (himL); un gen que codifica una proteina tipo globina (h/ImG); una
acil-CoA deshidrogenasa codificada por himB; tres oxidorreductasas dependientes de flavina
(himl, HImD y himF); un gen que codifica una acetiltransferasa (hImA); dos proteinas
reguladoras (himJ, himM) y, finalmente, un gen que codifica un transportador de tipo MFS

(hImH). Este grupo de genes es suficiente para producir holomicina heterélogamente, es decir,
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en otras especies como es el caso de Streptomyces albus (Huang et al., 2011) y Streptomyces
coelicolor (Robles-Reglero et al., 2013), aunque algunos genes adicionales podrian ser
necesarios para la regulacién o la resistencia. La nomenclatura de la agrupacion génica difiere
segln autores y microorganismos (figura 1.14), asi, se han denominado como him (Li y Walsh,
2010; Robles-Reglero et al., 2013) y hom (Huang et al., 2011) en S. clavuligerus, como hom en
el caso de Yersinia ruckeri (Qin et al., 2013a) y como hol en Pseudoalteromonas sp . SANK
73390 (Fukuda et al., 2011). Algunos genes esenciales para la biosintesis de holomicina en S.
clavuligerus , como himl o himL no estdn presentes en el Y. ruckeri o en Pseudoalteromonas sp
(Fukuda et al., 2011; Qin et al., 2013a). Este hallazgo sugiere que, aunque los primeros pasos
de la via son similares, tal vez los pasos finales son diferentes entre las bacterias Gram

positivas y Gram negativas (Qin et al., 2013b; Liras, 2014).

orf3483 3485 3486 3487 3488 3489 3490 3491 3492 3493 3494 3495 3496
himA B C D E F G H I J K L M
Oy A PP

Streptomyces clavuligerus ATCC 27064

4 . Cy A PCP
homl 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Yersiniaruckeri
Cy AT i
holA B C D E F G H

Pseudoalteromonas sp. SANK 73390

Figura 1.14. Comparacion de las agrupaciones génicas para la biosintesis de holomicina en S.
clavuligerus ATCC 27064, Y. ruckeri y Pseudoalteromonas sp. SANK 73390, respectivamente.
Modificado de Qin et al., 2013b.

Al inicio de la biosintesis de holomicina (figura 1.15), dos moléculas de cisteina se
condensan y se transforman en el “andamio” de la futura molécula, donde el dominio de
adenilacién (A) de la NRPS (HImE) forma reversiblemente el anhidrido mixto activado L-Cys-

AMP. La formacion del anhidrido L-Cys-AMP realizada por HImE, la cual posee una Km de 1

42



mM, es especifica para L-cisteina ya que nunca usa los demas aminoacidos proteinogénicos, L-
metionina, L-alanina o L-serina. La falta de otro dominio de activacion de aminoacidos para la
segunda cisteina, la cual se requiere para la formacién de holomicina, sugiere que HImE puede
actuar de forma consecutiva en la formacidn de la molécula. En la via propuesta, la cisteina se
modifica secuencialmente mediante la acil-CoA deshidrogenasa (codificada por himB) que
elimina dos atomos de hidrégeno de la molécula de cisteina y el dominio de condensacidn
independiente HImL, que une la segunda cisteina produciéndose, a continuacién, la ciclacién
por el dominio Cy de HImE (o de forma espontanea) formdndose el primer anillo de la
holomicina. El dipéptido L-Cys-L-Cys se ha detectado en solucién durante los ensayos con HImE

purificada (Li y Walsh, 2010).

En esta via propuesta (figura 1.15), la tioesterasa codificada por hImC libera el
dipéptido modificado a partir de HImE y tendria lugar la descarboxilacion de la molécula
llevada a cabo por HImF, una flavoproteina con actividad oxidorreductasa que pertenece a una
subfamilia de flavoenzimas, capaz de llevar a cabo descarboxilaciones como las que ocurren en
la biosintesis de los compuestos de tipo lantibidticos, sin embargo, esta reaccion de
descarboxilacion no ha sido demostrada experimentalmente. El intermediario descarboxilado
se reduce por la oxidorreductasa HImD y espontaneamente se modifica para dar lugar a la

holomicina reducida (Li y Walsh, 2010).

Los pasos finales de la via implican una acetiltransferasa (himA) y una oxidorreductasa
(hIml). En el caso de la actividad acetiltransferasa (holomicina sintasa), forma irreversible
holomicina a partir de holotina en presencia de acetil-CoA (de la Fuente et al., 2002). La
actividad especifica de la enzima HImA es proporcional al nivel de holomicina producida por
diferentes mutantes de S. clavuligerus y se mantiene o aumenta a lo largo de la fermentacidn.
A partir de la gran cantidad de ditiolopirrolonas naturales descubiertas (LAMARI et al., 2002;
Lamari et al., 2002), y la capacidad de Saccharothrix algeriensis NRRL B-24137 para formar
nuevas ditiolopirrolonas después de la adicidon de acidos organicos (valérico, benzoico o acido
cindmico) al medio (Bouras et al., 2007; Bouras et al., 2008) condujeron a los estudios in vitro
de la aciltransferasa de S. algeriensis donde se observd que la enzima utiliza acetil-CoA y
benzoil-CoA como sustratos para formar holomicina o benzoilpirrotina a partir de tiolutina. Sin
embargo, el patron de actividad de la enzima usando acetil-CoA y benzoil-CoA a lo largo de la
fermentacidn es diferente, dejando en duda si la actividad aciltransferasa medida corresponde
a una o a mas enzimas. La aciltransferasa recombinante obtenida mediante la expresion del

gen himA utiliza como sustratos (en orden de disminucidn de eficiencia) acetil-CoA, propionil-
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CoA, hexanoil-CoA, octanoil-CoA y palmitoil-CoA. La Km para el acetil-CoA es de 6-15 uM (Li y
Walsh, 2010). Esta enzima utiliza in vitro la forma ditiol reducida de holomicina

(dihidroholomicina) y holotina como sustratos (figura 1.15) (Li y Walsh, 2011).

o o
1 HzN NH HzN NH
HzN o] HoN o o
HzN])L OH __, H; — H:}_[( —_ \ ﬁ_@ —_ "
5 5 HimL HS 5
HS HimE T HImB : mi Ha S HImECy Hs? ;
@90 @oo O Espontaneo @00

o o o] o o
™ H HaN~ “NH HaN~“NH HN H  HaNe “NH HaN-~"“NH
o] -+ ! <+ -~ H - —
\ Hma & | Himl HS V| Espontaneo ws' || HImD ws' || HImF  Hs OH
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Holomicina Holotina Dihidroholotina
1— Dihidroholomicina <—|
Himl HimA

Figura 1.15. Ruta biosintética propuesta por Li y Walsh para la biosintesis de holomicina.

Modificado de Li y Walsh 2011.

La proteina oxidorreductasa codificada por himl (orf3492) ha sido purificada como
proteina recombinante. Esta enzima, homdloga a la gliotoxina tiorredoxina reductasa fungica,
actla como una ditiol oxidasa dependiente de FAD usando las formas reducidas de holotina y
holomicina (dihidroholotina y dihidroholomicina) como sustratos. Las oxidaciones llevadas a
cabo por esta enzima sélo se llevan a cabo en condiciones aerobias, lo que indica que el O, es
un co-sustrato en la reaccion. La accidon de esta ditiol oxidasa (h/iml) da como resultado el
cierre del segundo anillo del cromdforo de la molécula. Con menor afinidad la misma reaccion
se lleva a cabo por la gliotoxina de Aspergillus fumigatus (Li y Walsh, 2011). La delecién de himl
da como resultado la pérdida completa de la biosintesis de holomicina y sensibilidad frente a
holomicina en el mutante obtenido (Huang et al., 2011; Li y Walsh, 2011). La holomicina
parece ser bastante estable durante la incubacién a temperatura ambiente, mientras que la
holotina muestra una vida media de =30 min a pH neutro, lo que sugiere cierta inestabilidad (Li
y Walsh, 2010), por lo que la acilacién del grupo amino en la holotina puede ser una respuesta
de autoproteccion en los organismos productores y/o de estabilizacidon del producto natural
final. (Li y Walsh, 2011; Li et al., 2012), como es el caso de la gliotoxina y el FK228 (Scharf et al.,
2010).
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1.3. Objetivos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Creacion de una genoteca en cosmidos ordenada en forma piramidal de

Streptomyces clavuligerus ATCC 27064.

Busqueda y aislamiento de la agrupacién génica responsable de la biosintesis de

holomicina en S. clavuligerus.

Analisis transcripcional de la agrupacion génica responsable de la produccién de
holomicina en S. clavuligerus. Estudios de expresion diferencial de los genes de la
posible agrupacidn en la cepa silvestre S. clavuligerus ATCC 27064 (no productora
de holomicina) y en la cepa super productora de holomicina S. clavuligerus

oppA2::aph.

Andlisis de la organizacion transcripcional de los genes que constituyen la

agrupacion biosintética de holomicina en S. clavuligerus.

Comprobacién de la implicacion de los genes aislados, en la produccién de

holomicina: desarrollo de mutantes en distintos genes de la agrupacion génica.

Expresidon heterdloga de la agrupacion génica responsable de la biosintesis de

holomicina en una cepa no productora del compuesto.

Durante el desarrollo de este trabajo experimental, surgid un nuevo objetivo en

colaboracién con el Dr. Yair Aharonowitz de la Universidad de Tel Aviv (Israel):

7)

Determinacion de la existencia de un fendmeno de Riboswitch en S. clavuligerus:

efecto sobre diferenciacidn morfoldgica y produccién de antibidticos.
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2. MATERIALES Y METODOS
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2.1. Microorganismos utilizados

2.1.1. Cepas de Escherichia coli

E. coli DH5a (Hanahan, 1983). Cepa utilizada habitualmente para la clonacién rutinaria
de construcciones génicas en experimentos de transformacion y amplificacion de ADN
plasmidico. Entre sus caracteristicas destacan la alta eficiencia de transformacion de sus
células competentes y su baja tasa de recombinacidn. Posee una delecion en el extremo 5° del
gen lacZ del operdn lac, la cual permite seleccionar los transformantes portadores de cualquier

plasmido capaz de realizar la complementacion de dicha mutacién.

Genotipo: F~ recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, (rk-mk+), supE44, relAl, \-, ($80d
lacZAM15), A(lacZYA-argF), U169.

E. coli BW25113/pl1J790 (Datsenko y Wanner, 2000). Cepa utilizada en la tecnologia
ReDirect®. El pldsmido P1J790 contiene la funcién ARED (gam, bet, exo) la cual incrementa la
tasa de recombinacidn utilizando ADN lineal, el gen de resistencia a cloranfenicol que permite
la seleccion de cepas transformada con derivados del SuperCos 1 (contiene los genes de
resistencia a apramicina y a kanamicina) y un origen de replicacién sensible a la temperatura

(requiere 30 °C para la replicacidn).

Genotipo: lacl® rrnBryg AlacZy,is hsdR514 AaraBADayss ArhaBAD p7s

E. coli ET12567/pUZ8002 (MacNeil et al., 1992). Cepa donadora en el proceso de
conjugacién con especies del género Streptomyces. Carece de un sistema de metilacion
funcional (dam-, dcm-, hsd) por lo que el material genético que se transfiere no es metilado y
por lo tanto no es degradado por el potente sistema de restriccidon sensible a la metilacion de
algunas especies de Streptomyces. El plasmido no movilizable pUZ8002 contiene las funciones
necesarias para que se produzca la transferencia de vectores que contengan el origen de
transferencia oriT. Se cultiva en presencia de cloranfenicol para mantener la mutacién dam-y

kanamicina para mantener el plasmido pUZ8002.

Genotipo: dam-13::Tn9, decm-6, hsdM, hsdR, recF143, zjj201::Tn10, galK2, gal122, aral4, lacY1,
xy15, leuB6, thil, tonA31, rpsL136, hisG4, tsx78, mtli gin\V44, F~.
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E. coli XL1-Blue (Bullock et al., 1987). Cepa deficiente para la recombinacidn, necesaria
para mantener la estabilidad de las construcciones que porta. La mutacidn hsdR evita la
digestion del ADN clonado por el sistema de endonucleasas EcoK de E. coli. Esta es la cepa

hospedadora de la genoteca construida en SuperCos 1.

Genotipo: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F* proAB lacl®ZAM15 Tn10
(Tet")].

E. coli Ess22-31 (Hu et al., 1984). Cepa sensible a los antibidticos B-lactamicos.

Microorganismo indicador para la valoracién de cefamicina C mediante la técnica del

bioensayo.

2.1.2. Cepas de Streptomyces

Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 (Higgens y Kastner, 1971). Cepa silvestre.

Streptomyces clavuligerus AoppA2::aph (Lorenzana et al., 2004). Cepa interrumpida

en el gen que codifica la oligopéptido permeasa oppA2.

Streptomyces coelicolor M1154 (Gomez-Escribano y Bibb, 2011). Cepa utilizada para
llevar a cabo la expresién heterdloga del clister de biosintesis de holomicina.

Genotipo: Aact Ared Acpk Acda rpoB[C1298T] rpsL[A262G].
Streptomyces albus 11074 (Chater y Wilde, 1980). Cepa utilizada para llevar a cabo la

expresion heterdloga del cluster de biosintesis de holomicina.

Genotipo: ilv-1, sal-2, RM-.

2.1.3. Oftros microorganismos
Klebsiella pneumoniae ATCC 29665. Cepa productora de una B-lactamasa de clase C.

Microorganismo indicador para la valoracion de acido clavulanico mediante la técnica del

bioensayo.

49



Micrococcus luteus ATCC 9341. Cepa sensible a la accion de la holomicina.
Microorganismo indicador que se utilizo en la valoracidon de holomicina mediante la técnica del

bioensayo (de la Fuente et al., 2002).

2.2. Medios de cultivo

Las composiciones de los medios que a continuacion se describen estan referidas a
volumenes de 1L, excepto cuando se indique lo contrario. Todos los medios se repartieron en
botellas en alicuotas de 100 ml, a no ser que otro volumen aparezca indicado. Para la
preparacion de medios sélidos se aifadio el agar directamente a las botellas. Todos los medios

se esterilizaron en autoclave u olla a presién a 121 °C durante 20 minutos.

2.2.1. Medios de cultivo para E. coli

¢ LB (Luria Bertani) (Miller, 1972). Medio utilizado tanto en forma sélida como liquida

para el cultivo de E. coli.

Bacto triptona 10g
Extracto de levadura 5g
NaCl 10g

Ajustar el pHa 7,5 con NaOH 1 N.

e SOB (Hanahan, 1983). Medio liquido utilizado para la obtencién de células

competentes de E. coli. Cuando se suplementa con glucosa (50%) se denomina medio

SOC.

Triptona 20g
Extracto de levadura 5g
NaCl 0.584 ¢
KCl 0.186 g

50



Antes de utilizar el medio se le afnaden MgCl, y MgSO, esterilizados por filtracién,

hasta una concentracion final de 10mM.

2.2.2. Medios de cultivo para Streptomyces

e ME (Sanchez y Brana, 1996). Medio optimizado para la esporulacién de S. clavuligerus.

MOPS 21g
Glucosa 5g
Extracto de levadura 05¢g
Extracto de carne 05¢g
NZ amina 1g

Se ajusta el pH a 7 y se afiade agar al 2%.

e MS (Hobbs et al., 1989; Kieser et al., 2000). Medio sélido utilizado para la conjugacion
intergenérica de Streptomyces con células de E. coli. Debe esterilizarse en autoclave

dos veces.

Manitol 20g

Harina de soja 20g

e SA (Aidoo et al., 1994). Medio liquido optimizado para la produccidn de antibidticos en

S. clavuligerus.

almidon 10g
L—asparragina 2g
MOPS 21g
MgS0,7H,0 06g
K2HPO, 4.4g
Fe SO, 1% 100 pl
MnCl, 1% 100 pl
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ZnS0,41% 100 pl
CaCl -3H,0 1% 87 ul

En primer lugar, hay que disolver lentamente el almidén en agua caliente (temperatura
proxima a su punto de ebullicién). Una vez que el almidon esté completamente disuelto se

pueden afiadir el resto de componentes. Ajustar el pH a 6,8 con KOH.

e TSB. Medio utilizado tanto en sélido como en liquido para el crecimiento rapido de
cepas de Streptomyces. También se utilizé para el crecimiento de los cultivos de M.

luteus, empleado como indculo en la elaboraciéon de las placas para bioensayos.

Peptona de caseina 17g
NacCl 5g
Peptona de soja 3g
K2HPO4 2,58
Glucosa 2,5¢g

Ajustar el pH a 7,2. Su forma sdlida (TSA) se utiliza para el crecimiento de S.

clavuligerus, con agar al 1,3%, y para preparar las placas de bioensayo, con agar al 2%.

e TBO (Higgens y Kastner, 1971). Medio sdlido utilizado para la esporulacion de
Streptomyces coelicolor.
Pasta de tomate 20g

Copos de avena 20g

Ajustar el pH a 6,5 con NaOH 1N.

e 2XTY (Kieser et al.,, 2000). Medio utilizado para la germinacién de las esporas de

Streptomyces coelicolor mediante choque térmico.

Triptona 16¢g
Extracto de levadura 10g

NaCl 85 mM

Ajustar el pH a 7,2 con NaOH 1 N.
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e YEME. (Chater et al., 1982). Medio liquido para el crecimiento rapido de Streptomyces

coelicolor.

Extracto de levadura 3g
Peptona 5g
Extracto de malta 3g
Glucosa 10

2.3. Crecimiento y conservacion de los microorganismos

2.3.1. Crecimiento

Para iniciar los cultivos microbianos se utilizé el método de resiembra, o bien, se

emplearon como indculos viales de cultivos o esporas congelados en glicerol al 20%.

El crecimiento de E. coli (excepto la cepa E. coli Ess22-31) se llevo a cabo a 37 °C en
medio LB, tanto en sélido como en liquido. Los cultivos liquidos se realizaron en matraces lisos,

con una agitacién de 250 rpm.

La temperatura de crecimiento de S. clavuligerus fue de 28 °C. Se utilizaron matraces
indentados para los cultivos en medio liquido TSB y SA con una agitacion de 220 rpm. El

crecimiento estatico se realizé en los medios sélidos ME, MS, TSA y SA.

El crecimiento de Streptomyces coelicolor se llevd a cabo a 30 °C tanto en medio
solido, TBO y TSA, como en medio liquido, YEME y SA. Cuando se cultivaron en medio liquido,
se mantuvieron en un incubador de agitacion orbital a 250 rpm en matraces con indentaciones

para facilitar la dispersion y oxigenacion del micelio.
Los microorganismos indicadores para los bioensayos (E. coli Ess22-31, K. pneumoniae

ATCC 29665 y Micrococcus luteus ATCC 9341) se cultivaron en matraces sin indentacién a 30 °C

y 250 rpm.
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2.3.2. Determinacion del crecimiento de los microorganismos

Cuando fue necesario, el crecimiento tanto de los cultivos liquidos de E. coli y de las
distintas especies de Streptomyces fue estimado basandose en la densidad 6ptica de los
mismos frente a una longitud de onda de 600nm, determinada con la ayuda de un

espectrofotdmetro Hitachi U-2900.

2.3.3. Conservacion de los microorganismos

Conservacion de E. coli y microorganismos indicadores: las diferentes cepas utilizadas
durante este trabajo se conservaron en placas con medio sélido LB o TSB, protegidas con
Parafilm, durante 2 y 4 meses a 4 °C. La conservacién a largo plazo se realiz6 en una

suspensiodn de glicerol, concentracion final del 20% (v/v), a -80 °C.

Conservacion de Streptomyces spp.: la conservacidn a corto plazo se realizé en placas
de medio sélido TSA protegidas con Parafilm, durante 2 y 4 meses a 4 °C. La conservacion a
medio plazo se realizd en una suspension de glicerol, concentracion final del 20% (v/v), a -80
OC. La produccion de esporas por algunas cepas de Streptomyces permitié la conservacion de
las mismas en estas formas de resistencia durante largos periodos de tiempo. Las esporas de

Streptomyces se obtuvieron siguiendo el siguiente protocolo:

1. Sembrar esporas o micelio en placas de medio de esporulacion e incubar a 28 °C o
30 °C durante 10-15 dias.

2. Verter sobre el cultivo 1 ml de glicerol 20% y raspar la superficie con un bastoncillo
de algoddn estéril, de manera que las esporas se desprendan de la placa.

3. Recoger la solucidn de esporas y repetir el proceso hasta que se hayan recolectado
la mayor parte de las esporas.

4. Agitar la solucién de esporas vigorosamente (vortex) y filtrar a través de una punta
de micropipeta de 5 ml obturada con un poco de algoddn hidréfilo estéril.

5. Centrifugar la solucion a 4 °C, durante 10 minutos a 6000 rpm y retirar el
sobrenadante.

6. Resuspender el precipitado de esporas en glicerol 20% y conservar a -80 °C en

alicuotas de 10 pl.
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2.4. Reactivos quimicos

2.4.1. Antibidticos

Las soluciones concentradas de antibidticos (stocks) disueltas en agua se esterilizaron
por filtracidon a través de filtros estériles de 0,22 um de diametro de poro (Millipore). Los
antibidticos disueltos en compuestos organicos no necesitan ser esterilizados. Todas estas

disoluciones se conservaron a -20 °C.

A continuacidén se muestra un cuadro con la concentracién de las soluciones de
antibidticos utilizados para la seleccidon de transformantes y concentracion final de uso tanto

en medio sélido como en liquido:

Concentracion final

Antibiodtico Solucion inicial S. clavuligerus E. coli
Acido Nadilixico 25 mg/ml en NaOH 1N 25 pg/ml
Ampicilina 200 mg/ml en agua 100 pg/ml
Apramicina 50 mg/ml en agua 40 pg/ml 50 pg/ml
Cloranfenicol 100 mg/ml en etanol 25 ug/ml
Higromicina 100 mg/ml en agua 50 ug/ml 30 ug/ml
Tetraciclina 100 mg/ml en agua 5 ug/ml

2.4.2. Enzimas

Las enzimas de restriccion mencionadas en esta memoria fueron suministradas por las

casas comerciales: New England BioLabs, MBI Fermentas y Takara.

Otro tipo de enzimas utilizadas fueron: Fragmento Klenow de la ADN polimerasa | de E.
coli (Roche); T4 ADN polimerasa (Fermentas); ligasa del fago T4 (Roche), fosfatasa (Antarctic
Phosphatase-BiolLabs); lisozima (Fluka Chemical & Biochemical Co); proteinasa K (Merck), Tag

ADN polimerasa (Promega) Go TagTM ADN polimerasa (Promega); Platinum® Pfx ADN
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polimerasa de alta fidelidad (Invitrogen), Phusion® ADN polimerasa de alta fidelidad (New

England Biolabs), Dnasa (tanto de Quiagen como de Ambion).

2.4.3. Marcadores de peso molecular

e 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), marcador comercial que presenta bandas desde 12
kb a 100 pb. Este marcador se diluye en TE a una concentracién final de 50 ng/ul. Se
utilizan 5 ul por gel.

¢ DNA Molecular Weight Marker II, Digoxigenin-labeled (Roche), marcador comercial
marcado con digoxigenina que presenta bandas desde 23 kb a 125 pb (ADN del fago A
digerido con Hindlll). Se utilizan 10 ul por gel.

¢ ADN del fago A digerido con Kpnl, presenta bandas de gran tamafio entre 47 y 1,5 kb.

* ADN del fago A digerido con Pstl, presenta bandas desde 11,5 kb a 15 pb.

A B c
kb kb kb
46,999 —»
29,946 —~
23,130 —+ X
42 — 17,083 —»
8 — 9,416 —+
& — 6,551 —»
4 —
3 4,361 —»
2,322
2z — 2,027
1,65 —
q— 1,503 -
085 —
0,65 —
0,5 — 0,564
04 —
03 —
0,2
01 — 0,125

Figura 2.1. Esquema de algunos patrones de peso molecular de ADN en geles de agarosa (al 1% en los esquemas A
y By al 0,4% en el esquema C). Mediante flechas se indica el tamafio de los fragmentos en kilobases. A) 1kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen); B) DNA Molecular Weight Marker Il, Digoxigenin-labeled (Roche); C) ADN del fago A

digerido con la enzima de restriccion Kpnl.
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2.4.4. Oligonucleétidos

Los oligonucledtidos sintéticos utilizados fueron adquiridos a Sigma-Aldrich® o a Bonsai

Technologies en el caso de cebadores necesarios para la tecnologia ReDirect® y cebadores

marcados con fluoréforos.

Cuando se necesité afiadir secuencias de corte para enzimas de restriccion, se

siguieron las recomendaciones presentes en el catdlogo comercial de New England Biolabs Inc.

2.5.

Vectores Plasmidicos

pl773 (Gust et al., 2002). Plasmido que contiene el casete de conjugacién acc(3)IV-oriT
formado por el gen de resistencia a apramicina acc(3)IV y el origen de transferencia
oriT que permite la introduccién del plasmido en Streptomyces por conjugacion con

E.coli.

plJ10701 (Gust et al., 2002). Pldsmido que contiene el gen de resistencia a higromicina
hyg y el origen de transferencia oriT que permite la introduccién del plasmido en

Streptomyces por conjugacién con E.coli.

plJ787 (Eustaquio et al., 2005). Vector de clonacién, usado para la expresion
heterdloga, con todos los elementos necesarios para la integracidon funcional en

Streptomyces (attB, int y oriT). Contiene el gen de resistencia a tetraciclina.

pMS83 (Gregory et al., 2003). Vector bifuncional E.coli —Streptomyces, transferible
mediante conjugacién. Se integra en el genoma de Streptomyces mediante el

reconocimiento del sitio de integracion del fago ®BT1.

SuperCos 1 (Agilent Technologies Genomics): Cdsmido (7,6 kb) (Evans et al., 1989) que
se caracteriza por contener: a) secuencias promotoras de bacteridfagos T3 y T7
flanqueando un sitio Unico de clonacidon (BamHI); b) sitios cos que permiten la
insercién de fragmentos de ADN de un tamafio determinado (30-42 kb); c) secuencias
de reconocimiento para llevar a cabo con rapidez mapas de restriccidn; d) sitios Unicos

de restriccion Notl, Sacll y Sfil flanqueando el sitio de clonaciéon que permiten extraer
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el ADN inserto del vector y e) genes que permiten la amplificacidn y expresion de los
césmidos recombinantes en células eucariotas. Presenta el origen de replicacion en E.

coli ColE1 y ademas contiene los genes de resistencia a ampicilina y a kanamicina.

SuperCos |

cosmid vector

Imagen 2.1. Esquema del Supercosl (Evans et al., 1989).

e pGEM°®-T Easy (Promega): Vector (3,0 kb) comercial para la clonacién de productos de
PCR. Este vector se suministra digerido con EcoRV y con una timidina en cada extremo
3’, de tal forma que los productos de PCR generados con determinadas ADN
polimerasas, que afladen una desoxiadenosina en los extremos 3" de los fragmentos
amplificados, tienen una elevada compatibilidad para ligar con el vector. Contiene
promotores de las ARN polimerasas T7 y SP6 flanqueando un policonector con sitios
de restriccién especificamente dispuestos para el uso del kit Promega’s Erase-a-Base
System para la generacién de deleciones. Presenta también un origen de replicacion
de E. coli (ColE1) y un origen de replicacidon monocatenario del fago f1, ademas de

contener un gen de resistencia a ampicilina.

2.6. Analisis bioinformdatico

El analisis y tratamiento rutinario de las secuencias de ADN y proteinas ha sido

realizado mediante el paquete informatico Vector NTI Advance™ (InvitrogeneTM).

Diversos recursos de internet han sido de gran utilidad, especialmente las bases de
datos:

e EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk).
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online:

2.7.

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/).

PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

Ademas se han utilizado diferentes motores de busqueda y comparacion disponibles

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool disponible online por European

Bioinformatic Institute, EBI (www.ebi.ac.uk/Tools/blast2/nucleotide.html) o por

National Center of Biotechnology Information, NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Motor de busqueda de las secuencias que presentan una mayor identidad a una

secuencia problema.

ClustalW2: herramienta para la realizacion de alineamientos multiples

(www.ebi.ac.uk/clustalw/).

Estudio de la produccion de holomicina y de antibiéticos

B-lactdmicos en S. clavuligerus

2.7.1. Desarrollo de las fermentaciones

A lo largo del desarrollo de este trabajo, las fermentaciones se realizaron en el medio

complejo TSB y en el medio definido SA. En el primero de ellos, el crecimiento de S.

clavuligerus es mas rapido generando una mayor biomasa, y da lugar a una mayor produccion

de cefamicina C. En medio SA, el micelio se desarrolla de forma mas dispersa, y la produccion

de 4cido clavulanico y holomicina es mayor que en TSB.

En general, los cultivos para la fermentacién se inician directamente inoculando un

numero determinado de esporas. En cambio, cuando las cepas a analizar estan afectadas en la

esporulacion, como es el caso de la cepa Streptomyces clavuligerus AoppA2::aph (Lorenzana et

al., 2004), la fermentacion comienza con un preinéculo a partir de micelio congelado en

glicerol a -80 °C, haciendo asi posible su comparacién entre las distintas cepas y también con

fermentaciones realizadas previamente en el laboratorio, tanto en la evolucién temporal de la

produccién de antibidticos como en el crecimiento.
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El analisis de cada cepa y condicidn de cultivo empleadas en la fermentacion se realizo

a partir de los datos obtenidos provenientes de tres o cuatro réplicas. En todas las

fermentaciones de este trabajo la produccidn se ha referido a la concentracion de ADN.

Para una correcta realizacion de la fermentacidn, incluyendo la recogida y tratamiento

de las muestras, se siguio el protocolo indicado a continuacién:

Protocolo:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Preparacidon de preindculos. Inocular 100 ml de TSB con 0,1-1 ml de micelio
congelado en glicerol al 20%.

Cultivar durante 24-36 horas hasta alcanzar una DOgy entre 5y 8, para asegurarse
que se halle en fase exponencial de crecimiento. Se deben inocular varios matraces
por cepa con distintos volimenes de micelio congelado en glicerol, para
asegurarse que alguno de ellos esté en el rango de DO adecuada. Es importante
que el inéculo de cepas diferentes partan de preindculos que se encuentren a una
densidad dptica y estado morfoldgico similar.

Indculos (de DOgy final 0,25). Recoger 5 ml del preindculo a DOgyy = 5 en tubos de
10 ml. Si el valor de la DO es superior, ajustar el volumen de manera inversamente
proporcional.

Centrifugar 10 minutos a 4.200 rpm a temperatura ambiente y desechar el
sobrenadante. Si la fermentacion se va a realizar en medio SA, lavar el micelio con
10 ml de NaCl 0,9% y volver a centrifugar, desechando el sobrenadante.
Resuspender el micelio en 100 ml de medio SA o TSB.

Recogida de muestras. Recoger 1 ml de cultivo de cada matraz en tubos de 2 ml,
mantenidos en hielo.

Centrifugar 10 minutos a 14.000 rpm y a 4 °C. Transferir el sobrenadante a tubos de
1,5gml, mantener los tubos en hielo. Realizar inmediatamente el analisis de la
produccién de acido clavulanico mediante bioensayo. Almacenar el sobrenadante
restante a -80 °C.

Resuspender el micelio en 1ml de NaCl 0.9%, centrifugar 10 minutos a 14.000 rpm y
4 °C. Eliminar el sobrenadante y guardar a -20 °C, para medir posteriormente la

concentracion de ADN.
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2.7.2. Determinacion de la concentracion de ADN

La medida del crecimiento durante las fermentaciones se realizd a través de la

cuantificaciéon de la concentracion de ADN, mediante el método colorimétrico de la

difenilamina (Burton, 1968). El método se basa en la produccién de un compuesto coloreado

medible espectrofotométricamente, que se genera al reaccionar la difenilamina con la

desoxirribosa.

Protocolo:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Resuspender las muestras de micelio en el doble del volumen (2 ml) de la muestra
de partida con NaCl 0,9% y homogeneizar en el vértex. Se pueden hacer diluciones
mayores si se espera una alta concentracién de ADN.

Ainadir 400 ul de HCIO, a 400 ul de cada muestra (incluidos los patrones y un
blanco de NaOH 5 mM). Mezclar por inversion e incubar durante 20 minutos a 70
OC. Afiadir 800 pl (2 volimenes) de reactivo de difenilamina a cada tubo, mezclar
por inversidn e incubar a 30 °C durante 15-17 horas.

Mezclar los tubos por inversidn y centrifugar durante 5 minutos a 14.000 rpm para
precipitar los restos celulares.

Medir a 600nm la absorbancia de las muestras y de los patrones de ADN de
concentracién conocida.

Representar los valores de absorbancia de los patrones de ADN frente a su
concentracion.

Calcular, mediante regresion lineal, la concentracion de las muestras referidas en
pug ADN/ml. Multiplicar por el factor de dilucién aplicado para obtener el valor

final.

Soluciones:

Acetaldehido acuoso (1,6%). Mezclar 1 ml de acetaldehido frio en 50 ml de agua.
Conservar a 4 °C.

Reactivo de difenilamina. Disolver 1,5 g de difenilamina en 100 ml de &acido
acético glacial. Aiadir 1,5 ml de H,SO,. La solucidn es estable durante 3 meses si
se mantiene a 4 °C y en oscuridad. En el momento de usar, afiadir 100 pl de
acetaldehido acuoso al 1,6% por cada 20 ml de reactivo de difenilamina.
Soluciones patron de ADN. Preparar una solucion madre (0,3 mg/ml) diluyendo

ADN de arenque (Sigma) en NaOH 5 mM. Guardar a 4 °C un maximo de 6 meses.
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Utilizar NaOH 5 mM como blanco. Procesar los patrones de ADN y el blanco de la
misma manera que las muestras de fermentacion. Preparar las muestras patron

segun las siguientes diluciones:

Patrén | Dilucién | pg/ml | Patrén | Dilucién | ug/ml
1 1:50 6 5 1:6 50

2 1:30 10 6 1:5 60

3 1:15 20 7 1:4 75

4 1:10 30 8 1:3 100

2.7.3. Cuantificacion de dacido clavuldnico

La determinacion de la concentracién de acido clavuldnico se realizé mediante
bioensayo, utilizando como microorganismo indicador el productor de B-lactamasas K.
pneumoniae ATCC 29665, sensible a acido clavuldnico en presencia de penicilina G. El acido
clavuldnico en solucidn se degrada rapidamente, por lo que los bioensayos se llevaron a cabo
inmediatamente después de recoger las muestras de fermentacidon. Todas las muestras se

analizaron mediante réplicas en dos placas diferentes.

Bioensayo para determinar la concentracion de acido clavulanico (Romero et al,
1984)

Protocolo:

1) Cultivar la cepa indicadora en medio TSB a 30 °C hasta que alcance una DOgqy, de
0,9-1,1. Conservar a 4 °C durante un periodo de tiempo no superior a una semana.

2) Para preparar las placas de bioensayo de 24 cm de lado, fundir una botella de TSA
(140 ml, 2% agar) y dejar enfriar a 47 °C en un bafio. Aiadir 140 ml de penicilina G
10 mg/ml y un volumen del cultivo de K. pneumoniae de forma que la DOgy final
sea de 0,033 (4,62 ml para 140 ml de TSB). Agitar suavemente para evitar la
formacién de burbujas y depositar sobre una placa de bioensayo, previamente
nivelada. Una vez solidificado el agar, hacer pocillos de 6 mm de diametro con un
sacabocados.

3) Afadir 60 ul de muestra en los pocillos. Incluir en cada placa las soluciones de
acido clavulanico de concentracion conocida, para realizar un recta patron.

4) Incubar a 4 °C durante 2 h para que difunda el antibidtico.
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5) Incubar a 30 °C durante 12-15 horas y medir los halos de inhibicidn. Descartar los
halos de las muestras que tengan un didmetro mayor del halo generado por la
solucidn patrdn de acido clavulanico mas concentrada (10 pg/ml).

6) Realizar una recta patron con las muestras de concentracion conocidas,
representando el logaritmo de la concentracion frente al didmetro de halo. Para
determinar la concentracion de &cido clavulanico (pg/ml) de las muestras,
extrapolar el didmetro de halo a la recta obtenida y hallar el valor del
antilogaritmo.

Soluciones:

e Soluciones patron de acido clavulanico. Muestras de acido clavuldnico con las
siguientes concentraciones: 10-7,5-5-3,75-2,5-1,25-0,625-0,312 y 0,156
pug/ml. Se realizan a partir de una soluciéon de acido clavuldnico de 40 pg/ml,
preparada en tampdon MOPS 100 mM pH 6,8, que deben dar lugar a halos de

inhibicién de entre 30 y 15 mm de didmetro.

2.7.4. Cuantificacion de Cefamicina C

Para determinar la concentracion de cefamicina C, se llevaron a cabo bioensayos
usando como microorganismo indicador la cepa E.coli Ess22-31, sensible a antibidticos B-
lactamicos. La cefamicina C es mas estable que el acido clavulanico, por lo que los bioensayos
se pueden realizar a partir de los sobrenadantes almacenados a -80 °C (durante un tiempo no
superior a una semana). Todas las muestras se analizaron mediante réplicas en dos placas

diferentes.

Para realizar los bioensayos se utilizd el mismo protocolo que en el apartado anterior
pero sin afiadir penicilina G al medio TSA (140 ml, 2% agar), que en este caso debe enfriarse
hasta una temperatura de 45 °C. Debido a la falta de cefamicina C pura para realizar patrones
de concentracién conocidos, la concentracion de este antibidtico en las muestras de

fermentaciones se determind mediante la ecuacion:

y = -m[[_u.uuaaasl »x%)-(0.0162-%) - 0.07535)

donde y representa la concentracion de cefamicina C en pg/ml y x el didgmetro del halo en

milimetros. Se tuvieron en cuenta valores de halo de hasta 27 mm.
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2.7.5. Cuantificacion de Holomicina

La determinacidén de la concentracion de holomicina se realizd tanto por bioensayo
como por HPLC (cromatografia de alta afinidad). Para la realizacién de los bioensayos se utilizd
el microorganismo indicador Micrococcus luteus ATCC 9341, sensible a este antibiotico. La
estabilidad de la holomicina permitid conservar los sobrenadantes de las muestras de

fermentacidn en metanol al 40% a -20 °C para su analisis.

Las placas de bioensayo se prepararon segun el protocolo descrito para la
cuantificacién de acido clavulanico y cefamicina C, sin penicilina G en el medio de bioensayo

TSA (140 ml, 1% agar).

Para la cuantificacion de holomicina por HPLC (de la Fuente et al., 2002) se utilizé una
columna Nucleosil C5 (10 um; 4 x 250 mm) de Scharlau controlada por un equipo de Shimadzu
SPD-M10A VP, con un detector Photodiode Array fijado a 360 nm. La elucién se llevé a cabo
utilizando un gradiente de metanol 100% y agua mQ (Flujo 1 ml/min). La concentracion de
metanol fue la siguiente: 0-9 minutos al 40% m, 9-12 minutos al 100%, 12-15 minutos al 40%.
Como controles se usaron holomicina y holotina de S. clavuligerus y se determind el tiempo de

elucién de la holomicina en 4,9 minutos.

2.8. Métodos relacionados con la extraccion de ADN

2.8.1. Limpieza y precipitacion de ADN

La eliminacién de proteinas y otras impurezas de las soluciones de ADN, se realizo
mediante un proceso de extraccion con fenol.
Protocolo:
e Paralalimpieza:
1) Adadir a la solucion de ADN un volumen (1:1) de fenol-CIA y mezclar bien
mediante un voértex.

2) Centrifugar la mezcla durante seis minutos a 10.000 rpm.
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3)

4)

5)

6)

1)

2)

3)
4)

5)

Recuperar cuidadosamente la fase superior acuosa y repetir de nuevo el proceso
hasta que la solucién de ADN presente la interfase libre de impurezas.

Afiadir a la solucién un volumen (1:1) de CIA, para eliminar los restos de fenol.
Agitar enérgicamente y centrifugar la mezcla durante cinco minutos a 10.000 rpm.
Recuperar la fase acuosa.

Para la precipitacion.

Afadir a la suspension acuosa de ADN, 0,1 volimenes de acetato sédico 3 M, pH
5,2 y dos volumenes de etanol absoluto (mantenido a -20 °C). Mezclar por medio
de un vértex.

Mantener la mezcla al menos durante dos horas a -20 °C 6 30 minutos a -80 °C.
Centrifugar a 10.000 rpm durante 30 minutos y a 4 °C.

Eliminar el sobrenadante. Lavar el precipitado con 0,5 volumenes de etanol 70% y
centrifugar nuevamente a 10.000 rpm durante cinco minutos a temperatura
ambiente. Retirar el sobrenadante y dejar secar el precipitado.

Resuspender en agua o en tampén TE. Conservar a 4 °C o congelado (-20 °C)

durante largos periodos de tiempo.

Soluciones:

Fenol-CIA: 1/2 volumen de fenol neutro pH 7,4: 1/2 volumen de CIA. Fenol neutro:
Mezclar 50 g de fenol, 50 mg de hidroxiquinoleina y Tris-HCI 0,1M pH 8,5, dejar
reposar hasta que se formen dos fases. Retirar la fase superior y afiadir Tris-HCI
0,1M pH 8,5 hasta que se alcance pH 7,4-7,5. Conservar a 4 °C en un recipiente
opaco.

CIA (Cloroformo-Alcohol isoamilico). Mezclar 24 partes de cloroformo y una de

alcohol isoamilico.

2.8.2. Eliminacion enzimatica del ARN

Los procesos de purificacion de ADN conllevan habitualmente la obtencidon de

muestras que presentan contaminacidon con ARN. Para eliminarlo selectivamente se empleé la

enzima ribonucleasa A (RNasa A) de pdancreas bovino, libre de DNasas. Se utilizé a una

concentracion final de 100 pg/ml, incubando la reaccién a 37 °C durante una hora.
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La solucion madre de la RNasa A se preparada a 10 mg/ml en Tris-HCl 10 mM pH 7,5;

NaCl 15 mM. Las DNasas presentes se eliminaron por ebullicion de la solucion durante 15

minutos. Se enfria lentamente y se guarda a -20 °C.

2.8.3. Aislamiento de ADN plasmidico de E. coli

» Lisis alcalina. Este procedimiento se utilizé para la obtencién de ADN plasmidico a gran

escala. El método fue esencialmente el descrito por Sambrook et al. (2001) (Sambrook

et al., 2001) con alguna modificacidn.

Protocolo:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Cultivar la cepa de E. coli en medio TB con el antibidtico de seleccién
aproximadamente durante 12 horas a 37 °C y 250 rpm. Para recoger las células se
centrifugan los 100 ml de cultivo en Sorvall y rotor GSA durante 5 minutos, a 5.000
romy a4 °C.

Resuspender las células en 3,6 ml de la soluciéon TEG y pasar a un tubo SS34. Anadir
lisozima (10 mg/ml) y 8 ml de la solucién 0,2 N NaOH-1% SDS. Mezclar bien por
inversién y dejar reposar 5-10 minutos.

Afadir 4 ml de acetato potasico pH 5,45 frio, agitar fuertemente hasta que la
solucion adquiera un aspecto blancuzco y dejar reposar 10 minutos en hielo.
Centrifugar en Sorvall y rotor SS34 durante 15 minutos, a 4 °C y 10.000 rpm. Filtrar
por algoddn hidréfilo a un tubo de vidrio Corex® y afiadir 0,6 volimenes de
isopropanol. Mezclar bien por inversién y precipitar 10 minutos a temperatura
ambiente.

Centrifugar en Sorvall, rotor SS34 y adaptadores, durante 15 minutos a
temperatura ambiente y 5.000 rpm. Resuspender el precipitado con 1 ml de etanol
70%. Centrifugar en Sorvall, rotor SS34 y adaptadores, durante 5 minutos a
temperatura ambiente y 5.000 rpm. Eliminar el etanol con ayuda de una pipeta y
dejar evaporar. Afiadir 0,6 ml de tampon TE pH 8, resuspender el precipitado vy
pasar a un microtubo.

Afadir 0,6 ml de LiCl 5 M para precipitar el ARN y dejar reposar 5 minutos en hielo.
Centrifugar 14.000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. Recoger el sobrenadante.
Afadir 1 volumen de isopropanol. Dejar reposar 10 minutos. Centrifugar a 14.000

rpm durante 10 minutos y a 4 °C. Lavar el precipitado con 1 ml de etanol 70% frio.
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8) Centrifugar a 14.000 rpm y 4 °C durante 15 minutos. Quitar el liquido con una
pipeta y dejar evaporar. Disolver hasta 400 ml de volumen con tampén TE. Llevar a
cabo el proceso de limpieza (Ver apartado 2.8.1).

9) Precipitar con 1/10 volimenes de acetato sédico 3 M pH 5,2 y 2 volimenes de
etanol absoluto y dejar 10 minutos a temperatura ambiente.

10) Centrifugar a 14.000 rpm y a temperatura ambiente durante 5 minutos. Lavar con
0,5-1 ml de etanol 70% y resuspender.

11) Centrifugar a 14.000 rpm 5 minutos y a temperatura ambiente, eliminar el liquido
con una pipeta y dejar evaporar. Disolver en 100 ul de tampdn TE y congelar.

Soluciones:

* TEG. 50 mM glucosa; 25 mM TrisHCI pH 8; 10 mM EDTA.
* Solucién de lisozima. 10 mg/ml en agua.
e Solucion 0,2 N NaOH, 1% SDS. Anadir en este orden: 7,44 ml H,0; 160 ml NaOH

10 N; 400 ml SDS 20%. Preparar en el momento de su uso.

Minilisis alcalina. Este es un procedimiento abreviado de la lisis alcalina, en el cual se
obtiene menor cantidad de ADN. Presenta como ventajas sobre la lisis alcalina que la
extraccién se realiza con menores volimenes y en menor tiempo.

Protocolo:

1) Inocular 5 ml de medio LB con células de E. coli portadoras del plasmido que se
pretende aislar. Cultivar durante 12-16 horas a 37 °C en agitacion a 250 rpm. El
medio debe estar suplementado con los marcadores de resistencia necesarios en
cada caso para el mantenimiento del plasmido.

2) Recoger las células por centrifugacion a 4.800 rpm durante cinco minutos y
desechar el sobrenadante.

3) Resuspender el precipitado en 200 pl de una solucion de lisozima (5 mg/ml)
preparada en TEG. Pasar a un microtubo de 2 ml e incubar cinco minutos a
temperatura ambiente.

4) Anadir 400 pl de solucidn Il de lisis, agitar y mantener en hielo 5 minutos.

5) Afadir 300 ul de solucién Il de lisis, agitar fuertemente y mantener en hielo 10
minutos. Al finalizar este paso la mezcla ha de tener un aspecto mucoso.
Centrifugar 10 minutos a 10.000 rpm.

6) Recoger con cuidado el sobrenadante para evitar retirar los restos celulares del

fondo del microtubo y pasar el sobrenadante a un nuevo microtubo.

67



7)

8)
9)

Afadir 0,6 volimenes de isopropanol, mezclar y dejar 10 minutos a temperatura
ambiente.

Centrifugar a 4 °C durante 20 minutos a 10.000 rpm.

Eliminar el sobrenadante, secar el precipitado y resuspender en 100 ul de agua

Milli-Q.

10) Afadir 4 pl de RNasa A, preparada segun se describe en el apartado 2.8.2, e

incubar 30 minutos a 37 °C.

11) Realizar los procesos de limpieza y precipitacion descritos en el apartado 2.8.1.

12) Resuspender finalmente en 30-50 ul de agua Milli-Q.

Soluciones: Las soluciones son las mismas que las empleadas para la lisis alcalina.

Minipreparaciones de ADN plasmidico (Minipreps). Método empleado para el analisis

de un alto nimero de muestras (Holmes y Quigley, 1981).

Protocolo:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Tomar una colonia con un palillo estéril e inocular un microtubo de 1,5 ml con 1 ml
de medio LB suplementado con los marcadores de resistencia necesarios para el
mantenimiento del plasmido. Incubar durante 8-14 horas a 37 °C en agitacién a
250 rpm.

Precipitar las células mediante centrifugacién a 8.000 rpm, entre tres y cinco
minutos.

Mezclar 350 pul de STET y 3 ul de lisozima (de una solucién madre preparada a 50
mg/ml) por cada minipreparacion y afiadir 350 pl de la mezcla a cada microtubo.
Resuspender el precipitado agitando vigorosamente durante 40 segundos y hervir
durante 45 segundos. Es importante no rebasar este tiempo, o nos expondremos a
la aparicion de numerosos restos de ADN gendmico fragmentado en nuestra
purificacién final de material plasmidico.

Centrifugar inmediatamente durante 15 minutos a 10.000-13.000 rpm y eliminar
con un palillo estéril el precipitado de restos celulares y proteinas.

Afadir 360 pl de isopropanol y 36 ul de acetato sddico 3M pH 5,2. Mezclar unos
segundos.

Dejar reposar cinco minutos y centrifugar a temperatura ambiente 15 minutos a
10.000-13.000 rpm.

Eliminar el sobrenadante y dejar secar el precipitado. Resuspender en 30 ul de

agua Milli-Q.

Soluciones:
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STET: 8% (p/v) sacarosa; 0,5% (v/v) Triton X-100; 50 mM EDTA, pH 8,0; 10 mM
Tris-HCI, pH 8,0; en solucidén acuosa.

Lisozima: preparar en solucidn acuosa a una concentracion final de 50 mg/ml.

2.8.4. Aislamiento de ADN total de Streptomyces

El método empleado para el aislamiento de ADN total de Streptomyces fue el

denominado como Salting out (Pospiech y Neumann, 1995). El ADN gendmico asi obtenido se

empleé como molde en reacciones de PCR y para su digestion mediante enzimas de

restriccion, asi como para experimentos de hibridacidn de acidos nucleicos.

Protocolo:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

De un cultivo de S. clavuligerus en medio TSB (30 ml) suplementado con glicina al
0,5% y que ha crecido a 28 °C durante 24-36 horas, recoger el micelio centrifugado
en Sorvall con rotor GSA a 6.000 rpm durante 20 minutos. Resuspender en 5 ml de
solucién SET y afadir lisozima a concentracién final 20 mg/ml, incubando a 37 °C
de 30 a 60 minutos.

Resuspender el micelio en 5 ml de tampdn SET con 100 pl de solucién de lisozima
(la solucién madre de lisozima se prepard a 50 mg/ml y se conservd congelada a -
20°C).

Incubar a 37 °C durante 30-60 minutos.

Afadir 140 ul de proteinasa Ky 600 pl de SDS 10%. Mezclar por inversién e incubar
a 55 °C durante dos horas, mezclando por inversidn ocasionalmente.

Aiadir 2 ml de NaCl 5M y mezclar vigorosamente por inversion, dejar enfriar hasta
los 37 °C.

Aiadir 5 ml de cloroformo y mezclar por inversién. Mantener 30 minutos a
temperatura ambiente invirtiendo el tubo cada cierto tiempo.

Centrifugar en un rotor Sorvall SS 34 durante 15 minutos a 4.500 rpm a
temperatura ambiente. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y afiadir 0,6
volimenes de isopropanol.

Mezclar por inversion durante 3 minutos. Normalmente se forma un ovillo que se
rescata con una punta y la micropipeta. Si el ovillo no puede ser observado a
simple vista la mezcla puede ser centrifugada a 6.000 rpm durante 10 minutos

para provocar la precipitacion del ADN hacia la base del tubo.
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9) Lavar el ADN con etanol 70% y disolverlo en 200-400 ml de tampdn TE a 55 °C, en
funcién de la cantidad de material obtenido. Es importante no forzar la disoluciéon
mediante pipeteo para no romper los cromosomas, especialmente en el caso de
qgue el ADN gendmico vaya a ser empleado en experimentos de hibridacidon de
acidos nucleicos.

Soluciones

¢ Tampoén SET. 75 mM NaCl, 25 mM EDTA pH 8, 20 mM Tris-HCI pH 7,5.

* Proteinasa K. preparar en solucion acuosa a una concentracion final de 20 mg/ml.

e Tampodn TE. Tris-HClI 10 mM pH 8 y EDTA 1 mM pH 8.

2.8.5. Evaluacion de la concentracion y pureza del ADN

Cuando las manipulaciones de las que fue objeto el ADN lo requirieron (esencialmente
el caso de las aplicaciones descritas en los apartados 2.8.5 y 2.8.6), su concentracion y pureza
fueron evaluadas espectrofotométricamente con la ayuda de un equipo NanoDrop ND-1000
(Thermo Scientific). Este aparato estima la concentracién de la muestra basdndose en su
absorbancia a una longitud de onda de 260 nm (A260), teniendo en cuenta que la absortividad
especifica (concentraciéon de una sustancia que determina una unidad de absorbancia a una
longitud de onda establecida) para el ADN de doble cadena (ADNdc) es de 50 pg/ml, mientras

que en el caso del ADN de cadena sencilla (ADNsc) tiene un valor de 33 pg/ml.

Ademas, el cociente A260/A280 indica la pureza de la muestra. Una muestra pura de
ADN presenta una relacion A260/A280 de 1,8. (Sambrook et al., 2001) La presencia de
proteinas contaminantes en las muestras reduce este coeficiente, ya que algunos de los
residuos de aminoacidos que tipicamente aparecen formando parte de las proteinas presentan
picos de absorcidn a 280 nm. Otra relacion indicada por el equipo es el cociente A260/A230. Su
valor en el caso de &acidos nucleicos puros se encuentra entre 1,8 y 2,2. Valores inferiores

indican la presencia de contaminantes no proteicos en las muestras.

2.9. Tratamiento enzimatico del ADN

2.9.1. Digestion mediante endonucleasas de restriccion
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Las enzimas de restriccién empleadas a lo largo de este trabajo se utilizaron siguiendo
las recomendaciones de los distintos proveedores (Takara Bio Inc., New England Biolabs Inc. y
MBI Fermentas). Cada enzima requiere de unas condiciones particulares para su actividad
o6ptima. De este modo, la temperatura de incubacién, el pH, las condiciones salinas y los
aditivos presentes en el tampdn especifico de cada enzima resultan factores determinantes

para que pueda desarrollar su actividad endonucleasa de manera adecuada.

Se tuvieron en cuenta las siguientes recomendaciones:

* Afadir siempre menos de 1/10 de volumen de enzima con respecto al volumen
final de la reaccion, con objeto de diluir suficientemente el glicerol presente en las
soluciones de conservacion de las enzimas (que presentan un 50% volumétrico de
este compuesto), evitando que pueda inhibir la actividad enzimdtica o inducir
actividades inespecificas de tipo STAR, fendmenos que pueden manifestarse desde

que el glicerol alcanza el 5% (v/v) en la reaccion de digestion.

e Siel ADN se encuentra suspendido en tampdn TE, llevar a cabo la reaccién en un
volumen que supere al menos 10 veces el volumen de ADN a digerir. De esta
manera se impide que el TE interfiera con el tampdn de reaccién.

El esquema seguido en la preparacion de una reaccién de digestion fue el siguiente:

e Mezclar en un microtubo:

Tampodn de digestidon (10x) 1/10 del volumen final

ADN (x) ug de ADN a digerir

Enzima de restriccion 1-2 unidades/ug de ADN
Agua Milli-Q completar hasta volumen final

e Incubar la reaccién a la temperatura adecuada para cada enzima, durante un
tiempo variable, generalmente de entre dos y cuatro horas.

e Analizar mediante electroforesis en geles de agarosa o purificar y precipitar
directamente el ADN desde la mezcla de reaccién, seglin los objetivos que

tengamos.
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2.9.2. Desfosforilacion de los extremos 5°del ADN

Este tipo de tratamiento se aplica a los vectores de clonacién, que han sido
linealizados, para prevenir su religacion. Ponderando el tiempo empleado en este
procedimiento y los resultados obtenidos, sélo es recomendable recurrir a la desfosforilacion
bien cuando se pretendan conseguir ligaciones que por algin motivo resulten problematicas, o
bien en el caso de vectores con alto riesgo de religacién como los digeridos con una unica

enzima.

La fosfatasa hidroliza los extremos 5’ fosfato del ADN, lo cual impide la formacién de
enlaces fosfodiéster entre los dos extremos de la misma molécula. Las pautas para una

reaccién de desfosforilacidn son las siguientes:

Tampdn 10X 1/10 del volumen final
ADN 1-5 pg de ADN digerido
Fosfatasa antartica 1ul(5U)
Agua destilada completar hasta el volumen final

Condiciones de la reaccion: Incubar 15 minutos a 37 °C en el caso de extremos 5’
protuberantes o extremos cohesivos o 60 minutos a 37 °C para la desfosforilacion de extremos
3’ protuberantes. Es conveniente realizar dos rondas de desfosforilacién entre las cuales la
mezcla se incuba a 65 °C 10 minutos para inactivar la enzima. Para finalizar, la enzima se

elimina por fenolizacién o bien mediante el uso de los kit de extraccion de ADN.

2.9.3. Modificacion enzimatica de los exiremos

Los extremos protuberantes generados por las enzimas de restricciéon fueron, en
ocasiones, modificados para obtener extremos romos o semi rellenados y poder ligar asi
fragmentos de ADN, en principio, no compatibles. En el caso de extremos 5° protuberantes el
rellenado de los extremos lo lleva a cabo la actividad polimerasa 5°=>3" del fragmento Klenow
de la ADN polimerasa | de E. coli. Si los extremos fuesen 3’ protuberantes se consiguen

extremos romos mediante la actividad exonucleasa 35" de la T4 DNA polimerasa.

Las pautas para preparar una reaccién con Klenow son las siguientes:
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Nucleétidos (dNTPs) 1mM de cada dNTP necesario
Tampon 10X 1/10 del volumen final
ADN 1lug
Klenow 1U
Agua destilada volumen variable entre 20-50 pl

Condiciones de la reaccion: 15 minutos a 37 °C. La enzima se inactiva mediante la adicion de 2

ul de 0,2 M EDTA (pH 8,0) o mediante el calentamiento a 65 °C durante 10 minutos.

El esquema de una reaccion con T4 ADN polimerasa es el siguiente:

Tampdn 5X 1/5 del volumen final
ADN digerido o producto de PCR 1lug
dNTPs (2 mM) 1ul
T4 ADN polimerasa 1U
Agua destilada hasta 20 pl

Condiciones de la reaccion: Mezclar y centrifugar brevemente. Incubar a 11 °C durante 20
minutos o a temperatura ambiente durante 5 minutos. Parar la reaccidn calentado a 75 °C

durante 10 minutos.

2.9.4. ligacion de fragmentos de ADN

La ADN ligasa del fago T4 es una enzima que cataliza la formacion de enlaces
fosfodiéster entre los extremos 3’-hidroxilo y 5’-fosfato del ADN de doble cadena, requiriendo
Mg2+ y ATP como cofactores. Se empled en todos los casos siguiendo las instrucciones del

fabricante (Roche).
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El esquema para preparar una reaccion de ligacion fue el siguiente:

e Mezclar en un microtubo:

ADN del vector 50-100 ng
ADN del inserto * cantidad variable, depende de la situaciéon (*)
Tampdn de ligacion (10x) 1/10 volumen final
Ligasa del fago T4 2-7 Unidades
Agua destilada completar hasta 10 ul (#)

e La ligasa del fago T4 es enormemente flexible en cuento a las temperaturas de
incubacién que admite su actividad. En general, para las ligaciones con extremos
cohesivos se incubd la mezcla a 37 °C durante 30 minutos, y a temperatura
ambiente y cuatro horas para los romos. También es posible probar a
temperaturas mas bajas (entre 4 °Cy 16 °C) y tiempos mas largos (toda la noche).

e Inactivar la ligasa por calentamiento a 65 °C durante 10 minutos. Centrifugar
brevemente.

e Transformar en una cepa apropiada de E. coli.

™) La relacion estequiométrica entre vector e inserto vario entre 1:3 y 1:15. En general, las
ligaciones basadas en moléculas de ADN con los extremos romos resultan mas improbables y
complicadas, por lo que se procura que en esos casos exista un mayor nimero de moléculas de
inserto en relacidn al vector que en los casos de extremos cohesivos, con el fin de facilitar su
incorporacion.

) La reaccidn se efectiia en el minimo volumen posible (preferiblemente 10 ul), excepto
cuando se trata de una auto-ligacién. En este caso se recomienda emplear 50 ul como volumen
final.

) En una ligacién de extremos cohesivos se utilizaron entre 2-4 unidades de enzima y la
incubacién durd entre 1 y 6 horas. Cuando se traté de una ligacion con extremos romos se
llegaron a usar hasta 7 unidades de enzima y se empled polietilenglicol (PEG 4000) al 5% de

concentracion final, para favorecer la concentracion “efectiva” de moléculas de ADN.

2.10. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)
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Esta técnica descrita inicialmente por Mullis y Faloona (1987) (Mullis y Faloona, 1987)
consiste en la obtencidn de un elevadisimo nimero de copias de un determinado fragmento

de ADN, gracias a la repeticion ciclica de tres pasos fundamentales:

1. Desnaturalizacién. Consiste en la separacion de las dos cadenas del ADN molde (el
ADN que incluye la secuencia que se desea amplificar) mediante la incubacién a elevada
temperatura (92-96 °C). Las hebras disociadas permaneceran de esta forma en la solucién

hasta que la temperatura baje lo suficiente como para permitir la unién de los cebadores.

2. Anillamiento de los cebadores. Consiste en la unién de dos oligonucleétidos a sus
secuencias complementarias en el ADN molde. Cada uno de los cuales es complementario a
una de las dos cadenas del ADN y estan disefiados para quedar enfrentados por sus extremos
3’ tras la hibridacién, flanqueando la regiéon a amplificar, cuyo tamafio quedara por lo tanto
determinado por la distancia existente entre los dos cebadores. La temperatura escogida para
llevar a cabo este paso constituye un factor critico en la especificidad y en la eficiencia de la
PCR, aungue como orientacion puede decirse que suele estar unos 5 °C por debajo de la

temperatura de fusién mas baja de los dos oligonucledtidos de cada pareja.

3. Extension. Consiste en la sintesis del ADN desde el extremo 3° de los cebadores por
la accion de una ADN polimerasa termoestable que emplea como molde la regidn flanqueada
por los mismos, a una temperatura proxima a los 72 °C, durante un tiempo que depende de la
longitud del fragmento a amplificar.

En el mercado existen diversas ADN polimerasas que se pueden usar para PCR, teniendo cada
una de ellas con unas caracteristicas propias y requiriendo unas condiciones especificas para
llevar a cabo la reaccién. Para este trabajo, se han empleado dos enzimas siguiendo siempre

las instrucciones de sus respectivos fabricantes:

e GoTaq DNA polymerase (Promega), cuando la introduccién de un pequefio nimero de
errores no resultaba crucial para el experimento o bien cuando se pretendia
determinar la temperatura éptima de hibridaciéon de unos nuevos oligonucleétidos.

Esta enzima deja una desoxiadenosina en cada extremo 3.

¢ Phusion Hot Start DNA polymerase (Finnzymes), se utilizé6 cuando la fidelidad en la

copia se hizo imprescindible, es decir, siempre que los fragmentos amplificados fuesen
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a ser objeto de una clonacion posterior. Esta polimerasa genera extremos romos en los

fragmentos amplificados.

En la Tabla 2.1 se especifican, de acuerdo al catalogo PCR applications manual (Roche),
los valores normales de los distintos componentes para la realizacién de un tipica reaccion de
amplificacion por PCR. Estos valores son orientativos y han de ser ajustados en funcion de la
ADN polimerasa (segun las instrucciones de su fabricante), el tipo de regién a amplificar y otros
factores. En el caso concreto de la realizacidon de reacciones de PCR que tengan como molde
ADN de Streptomyces, dado su elevado contenido en G+C, es necesario emplear como aditivo
DMSO (entre un 5 y un 7% del volumen final) en la mezcla de PCR, con el fin de facilitar la
separacion de las hebras del ADN molde (que tiende a formar estructuras secundarias) y

aumentar la eficiencia de la reaccion.

Los tiempos y temperaturas empleados para llevar a cabo una reaccion de PCR
dependen de diversos factores, como el contenido en G+C del ADN, la secuencia de los
oligonucledtidos empleados como cebadores (que determina la temperatura de hibridacion
empleada), la longitud del fragmento a amplificar o la velocidad de procesamiento de la ADN

polimerasa, entre otros. De modo genérico estos tiempos y temperaturas aparecen reflejados

en la tabla 2.2.
ADN Molde 1-10 ng ADN gendmico (6 0,1-1 ng ADN plasmidico)
Cebadores (18-24 pb) | 0,1-0,6 uM
ADN polimerasa 0,5-2,5 unidades
MgCl, 1-5 mM (normalmente 1,5 mM)
dNTPs 50-500 uM de cada uno (normalmente 200 uM)
Tampon 10x 1x
Agua completar volumen de reaccion

Tabla 2.1. Componentes necesarios para realizar una reaccién de PCR y concentraciones finales

para 50 ul de reaccién.
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Segmento Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94-98 °C 4-6 minutos 1
Desnaturalizaciéon | 94-98 °C 30-60 segundos
Amplificacién 25-35
Hibridacion Segun el cebador 30-45 segundos
Extension 72°C 30-240 segundos
Extension final 72°C 5-10 minutos 1

Tabla 2.2. Tiempos y temperaturas de reaccidn tipicos para una reaccion de PCR.

Al finalizar cualquier reaccion de PCR, se debe analizar el resultado de la misma en un
gel de agarosa, comprobando el tamano y la cantidad del fragmento amplificado, asi como la

presencia o ausencia de bandas de amplificacion inespecificas.

2.11. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La electroforesis en geles de agarosa se realizd basicamente segln las descripciones
realizadas por Sambrook et al. (Sambrook et al., 2001). Se utiliz6 agarosa (Pronadisa) disuelta
por calentamiento en tampén TAE ) con concentraciones entre 0,3% y 2% (p/v) dependiendo
del rango de tamafios de los fragmentos de ADN a separar (Tabla 2.3). Las muestras de ADN se
mezclaron con tampodn de carga 10x (Takara), a una concentracion final 1x, para ayudar en la
carga de los pocillos y para servir de referencia de la movilidad de la muestra durante la
electroforesis. Por norma general, la electroforesis se llevd a cabo en cubetas de metacrilato
disefadas a tal efecto (Bio-Rad) y a un voltaje de entre 70 y 90 V. La duracién de la
electroforesis vino dada por la longitud del gel empleado, asi como del tamafio de los
fragmentos de ADN a estudiar en cada caso. Tras ese tiempo, el gel era tefiido mediante su
inmersién en una solucidon de bromuro de etidio, y el resultado visualizado y fotografiado

durante su exposicidn a luz ultravioleta en un transiluminador.

El tamafo de los fragmentos de ADN separados por electroforesis se determind por

comparacion con marcadores de peso molecular de ADN.
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Concentracion Tamaiio de los fragmentos

de agarosa (%) de ADN separados (kb)

0,5 1-20

0,7 0,8-12
1 0,5-10

1,5 0,2-3
2 0,05-2

Tabla 2.3. Concentraciones de agarosa utilizadas en los geles para la resolucién de fragmentos

de ADN de diferentes tamafios.

®) TAE 50x: 242 g de Tris base (2 M); 57,1 ml de acido acético glacial [5,7% (v/v)]; 100 ml de
EDTA 0,5 M pH 8,0 (50 mM) y agua destilada hasta completar un litro.

2.12. Purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

En determinadas ocasiones, tras la separacién de muestras de ADN mediante
electroforesis, fue necesario purificar de la agarosa fragmentos concretos con el fin de ser

empleados en manipulaciones posteriores.

Para realizar la extraccion de ADN de geles de agarosa se utilizaron dos métodos. El
primero de ellos es una técnica tradicional basada en la congelacion rapida de la banda de
agarosa y su posterior centrifugacién a través de lana de vidrio o algoddén hidréfobo. El
segundo es un método comercial que fue utilizado siguiendo las recomendaciones del

fabricante.

2.12.1. Método de congelacion rapida (Freeze-squeeze)
Esta técnica es conocida como freeze-squeeze (Tautz y Renz, 1983). Es un método

rapido y sencillo, con un porcentaje de recuperacion de ADN del 80%. En este procedimiento

ha sido sustituido el uso de lana de vidrio (nociva por inhalacién) por algodén hidréfobo.
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Protocolo:

1)

2)

3)

4)

Una vez separado el ADN mediante electroforesis, tras la tincidon y visualizacion,
cortar la banda del gel procurando escindir la menor cantidad de agarosa posible.
Introducir el fragmento de agarosa en un microtubo de 1,5 ml y congelar la banda
a -20 °C durante 10-15 minutos.

Colocar un microtubo, al que se ha practicado un orificio en el fondo y se ha
obturado con algoddn hidréfobo, sobre un microtubo intacto. Situar la banda en el
microtubo agujereado y centrifugar a 11.000 rpm durante 5-8 minutos.

Recoger la fase acuosa recolectada en el tubo inferior. Limpiar y precipitar tal
como se describe en el apartado 2.8.1.

Resuspender el precipitado en un volumen de agua Milli-Q de 10-20 pl.

2.12.2. Método de purificacion en columnas GFX

La extraccion de los fragmentos de ADN se realiz6 mediante el GFXTM PCR DNA and

Gel Band Purification Kit (Amersham-Biosciences). Este kit emplea un agente caotrdpico que

desnaturaliza las proteinas, disuelve la agarosa y promueve la unién del ADN de doble cadena

(0,1-48 Kb) a la matriz de la columna. Una vez que el ADN es retenido, las proteinas y sales

contaminantes son eliminadas mediante un lavado. El ADN es posteriormente eluido en un

buffer de baja fuerza idnica. El porcentaje de recuperacion es mayor del 60%.

Protocolo, una vez separado el ADN mediante electroforesis, cortar la banda del gel

procurando escindir la menor cantidad de agarosa posible:

1)

2)

3)

4)
5)
6)

Introducir el fragmento de agarosa en un microtubo de 1,5 ml de peso conocido,
pesandose posteriormente el conjunto tubo-agarosa. Deducir el peso de agarosa.
Adicionar 10 ml de tampén de captura ) por cada 10 mg de agarosa. Mezclar
vigorosamente en vértex e incubar a 60 °C durante 5-15 minutos (hasta completa
disolucién de la agarosa).

Transferir la muestra a una columna GFX e incubar un minuto a temperatura
ambiente. Centrifugar durante 30 segundos a 10.000 rpm.

Descartar el eluido y adicionar a la columna 500 pl de tampdn de lavado ®
Centrifugar durante 30 segundos a 10.000 rpm.

Transferir la columna a un nuevo microtubo de 1,5 mly afiadir 15-50 pl de tampdn

(¥)

de elucién ™ e incubar por un minuto a temperatura ambiente.
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7) Centrifugar durante un minuto a 10.000 rpm, para recuperar el ADN purificado.

¢l Tampones de captura y de lavado: soluciones incluidas en el kit.

® Tampon de elucién: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0. También se puede usar agua Milli-Q.

2.13. Secuenciacion de ADN

El proceso de secuenciacién se realizé por el método de los didesoxinucledtidos
(Sanger et al., 1977), que requiere como molde ADN de cadena sencilla para que la ADN
polimerasa actle. Este molde puede conseguirse a partir de vectores del tipo fagémido o por

desnaturalizacion de ADN bicatenario en una reaccion de PCR.

Para ello se ha empleado el sistema de secuenciacidon automdtica no radioactiva ABI
Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) y el ABI PRISM®BigDye®Terminator v3.1

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).

La sintesis de ADN complementario a un ADN de cadena sencilla a partir de un cebador
la realiza la ADN polimerasa del fago T7. La sintesis se puede detener de forma aleatoria por la
introduccion de pequefias cantidades de didesoxinucleétidos (ddNTP), andlogos a los
desoxinucledtidos (dNTP) que carecen del grupo 3’ hidroxilo necesario para la formacion del
siguiente enlace fosfodiéster. Estos didesoxinucledtidos estan conjugados con un fluoréforo

especifico para cada uno de los mismos.

En la fase de elongacion, la ADN polimerasa incorpora los ddNTPs al azar en distintos
tiempos, dando lugar a una poblacién de moléculas fluorescentes de distintos tamafios. Las
reacciones son sometidas a electroforesis en capilar y los fragmentos de ADN en su migracion

a lo largo del mismo atraviesan un haz fijo de luz laser, lo que genera seiales fluorescentes que

son detectadas y almacenadas por el sistema.

2.14. Hibridacion de ADN (Southern blotting)

2.14.1. Transferencia del ADN a una membrana de nailon
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La transferencia a un soporte sdlido de fragmentos de ADN obtenidos por digestion

con endonucleasas de restriccién y sometidos a migracién electroforética en geles de agarosa

se denomina Southern blotting (Southern, 1975). Esta técnica se basa en la fragmentacion in

situ del ADN, desnaturalizacion del mismo y transferencia de los fragmentos en forma

monocatenaria a la membrana, para su posterior fijacion a la misma mediante radiacion

ultravioleta. Actualmente se lleva a cabo la transferencia empleando un sistema de vacio

(VacuGene XL, GE Healthcare).

Procedimiento:

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Separar el ADN mediante electroforesis (apartado 2.11), teiiirlo y fotografiarlo.
Cortar un filtro de nailon 1 cm por cada lado mayor que el tamafio del gel y
humedecerlo con agua destilada durante 1 minuto y después con SSC 20x
durante 5 minutos. Depositarlo en la unidad de transferencia, ensamblada de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Encender la bomba de vacio (transferir a 50 mbares).

Cubrir toda la superficie del gel con solucidn depurinizante ® y dejar 15-20
minutos (en este tiempo el frente de migracion del azul de bromofenol debe
cambiar su color de azul a amarillo). Transcurrido este tiempo se retira la solucion.
Cubrir la superficie del gel con solucidn desnaturalizante ® durante 15-20 minutos
(el azul de bromofenol recupera su color azul original).

Retirar la solucion y cubrir la superficie del gel con la solucién neutralizante
durante 20-25 minutos.

Retirar la solucidn neutralizante y cubrir la superficie del gel con SSC 20x durante
60-120 minutos.

Retirar todo el liquido y marcar la posicién de los pocillos del gel sobre el filtro (con
boligrafo), antes de retirarlo. Apagar la bomba de vacio.

Retirar el gel transferido y verificar la eficiencia del proceso por medio de una

tincidn con bromuro de etidio.

10) Colocar el filtro sobre papel Whatman 3MM vy fijar el ADN mediante la aplicacion

de luz ultravioleta al filtro (UV-Stratalinker 2400, Stratagene). Lavarlo con SSC 6x

para eliminar el exceso de sales y dejarlo secar.

11) Estos filtros se pueden conservar a 4 °C protegidos con papel Whatman 3MM vy

papel de aluminio durante varios meses.

*)ssC 20x. 3 M NaCl; 0,3 M citrato sédico, pH 7,0.

81



® Solucién depurinizante. 0,25 M HCI.

® Solucién desnaturalizante. 1,5 M NaCl; 0,5 N NaOH.

@ §olucién neutralizante. 1,5 M NacCl; 0,05 M Tris-HCI, pH 7,2; 1 mM EDTA.

2.14.2. Transferencia in situ de ADN de colonias

Esta técnica se emplea cuando el ADN que se pretende hibridar procede de una

colonia, generalmente con el fin de rastrear una genoteca. Este proceso se realizo segun el

método descrito en el Manual especifico de hibridaciones con digoxigenina (DIG Application

Manual for Filter Hybridization 2000, Roche Diagnostics GmbH).

Protocolo:

1)

2)

3)

4)
5)

6)
7)

8)

9)

Cultivar colonias aisladas en placas de medio LA suplementado con el antibiético
adecuado, sobre una membrana de nailon durante 16-20 horas.

Para realizar la lisis celular, saturar 2 hojas de papel Whatman 3MM (de tamafio
ligeramente superior al de la membrana) en bandejas diferentes con: soluciéon
desnaturalizante, solucidn neutralizante y SSC 2X (2 hojas para cada solucién).
Colocar la membrana (con las colonias hacia arriba) sobre el papel embebido en la
solucién desnaturalizante durante 15 minutos.

Secar brevemente la membrana dejandola sobre papel de filtro.

Colocar la membrana sobre el papel embebido en solucidon neutralizante durante
15 minutos. Volver a secar dejando la membrana sobre papel de filtro.

Colocar la membrana sobre el papel humedecido con SSC 2X durante 10 minutos.
Colocar la membrana sobre papel de filtro y fijar el ADN a la membrana mediante
luz ultravioleta (UV-Stratalinker 2400, Stratagene).

Forrar una bandeja del tamafio de la membrana con papel de aluminio. Colocar la
membrana en dicha bandeja y humedecerla con una solucidn de proteinasa K (2
mg/ml). Incubar una hora a 37 °C.

Colocar la membrana entre pliegos de papel de filtro humedecidos con agua
destilada y aplicar presién con un rodillo. Al retirar el papel parte de los restos
celulares se quedan adheridos al mismo y son a su vez eliminados. Limpiar con
cuidado la membrana frotando la superficie suavemente con pafuelos de papel

humedecidos en agua destilada.
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Soluciones. Ver apartado anterior (2.14.1).

2.14.3. Marcaje de sondas de ADN

El fragmento de acido nucleico utilizado como sonda en procesos de hibridacion debe
ser marcado de tal forma que sea posible su posterior deteccién. El sistema de marcaje no
radiactivo comercializado por la compafiia Roche (DIGHigh Prime) emplea un hapteno
esteroide (digoxigenina) para marcar fragmentos de ADN. La digoxigenina estd unida al
nucledtido trifosfato dUTP por un enlace éster susceptible de ser eliminado en condiciones
alcalinas, lo que facilita la posterior reutilizacion de los filtros ya utilizados. Las sondas
marcadas con digoxigenina son generadas enzimaticamente por el método de cebado al azar

(Feinberg y Vogelstein, 1983).

El método se basa en la incorporacion al azar en el ADN de un analogo de nucleétidos
(digoxigenina-1-dUTP), gracias a la extension de hexanucledtidos iniciadores por el fragmento
Klenow de la ADN polimerasa | de E. coli. El procedimiento estd ajustado (proporcién de DIG-
11-dUTP frente a dTTP) para que cada 20 6 25 nucledtidos incorporados se introduzca una
molécula de digoxigenina. Esta densidad de haptenos en el ADN proporciona una gran
sensibilidad en la inmunodeteccidon posterior por anticuerpos anti-digoxigenina conjugados

con la enzima fosfatasa alcalina.

Para el marcaje de las sondas se siguieron las instrucciones del sistema DIG-High Prime

(Roche).

Protocolo:

1) Obtener 1-3 pg de ADN en forma lineal del fragmento a marcar en un volumen
maximo de 15 pl.

2) Desnaturalizar el ADN hirviéndolo durante 10 minutos y transferirlo rapidamente a
hielo. Afadir 2 ul DIG DNA labeling mix 10X, 2 ul de hexanuleotides mix 10X y 1 pl
de Klenow. Centrifugar para recoger la muestra en el fondo del microtubo.

3) Incubar la mezcla a 37 °C al menos durante 60 minutos. Preferiblemente incubar
entre 16 y 24 horas.

4) Parar la reaccidn congelando directamente o afadiendo 2 pl de EDTA 0,25 mM, pH

8,0 y mantener a -20 °C hasta su utilizacion.
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2.14.4. Hibridacion y deteccion de ADN

El proceso de hibridacién se lleva a cabo una vez que se ha realizado la transferencia
del ADN y se ha marcado la sonda. En el proceso completo de hibridacion se pueden distinguir

cuatro fases: prehibridacidn, hibridacidn, lavados y deteccion.

La prehibridacidon tiene como finalidad bloquear los sitios activos de la membrana
donde no se han unido acidos nucleicos durante la transferencia y equilibrar ésta con el

tampdn de prehibridacion.

La hibridacion en sentido estricto permite la unién de la sonda marcada al ADN fijado
en la membrana. La especificidad de esta unién depende tanto de las condiciones utilizadas
durante la incubacidn (temperatura a la que se desarrolla la hibridacion y la concentracion de
sales y detergentes en el tampdon de hibridacidn) como de las utilizadas en los lavados

posteriores.

Los lavados permiten la eliminacién selectiva de las uniones inespecificas que hayan
podido producirse entre la sonda y el ADN. La disminucidn de la unién inespecifica durante los
lavados se consigue:

e Disminuyendo la concentracidn de sales del tampdn de lavado.

¢ Aumentando la concentracién de detergentes en el tampén de lavado.

e Y aumentando la temperatura y la duracién del lavado.

La deteccion realizada en este trabajo permite visualizar la unién de la sonda con los
fragmentos de acidos nucleicos mediante reaccién colorimétrica en las hibridaciones resueltas

con NBT y BCIP.

Las hibridaciones tipo Southern siempre se realizaron con sondas de ADN bicatenario
marcadas con digoxigenina. La temperatura éptima de hibridacidon para cada sonda se dedujo
de forma experimental; en el caso de las sondas 100% homdlogas, la temperatura utilizada fue

de 80 °C, siendo reducida solo en casos de sondas con baja homologia.
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Protocolo:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Colocar la membrana en una bolsa de hibridacién y anadir 20 ml de solucién de
prehibridacién por cada 100 cm? de membrana. Sellar la bolsa herméticamente e
incubar a la temperatura a la que se va a realizar la hibridacién durante 1-2 horas.
Hervir la sonda previamente marcada 10 minutos para desnaturalizar el ADN.
Enfriar rapidamente en hielo. Anadir la sonda asi desnaturalizada a una nueva
solucion de prehibridacion. Esta solucidn de hibridaciéon puede ser reutilizada
varias veces, en caso de ser asi, desnaturalizar de igual manera.

Eliminar la solucidn de prehibridacién y afiadir la solucion de hibridacién, dejando
el conjunto a la temperatura de hibridacién un minimo de 8-10 horas. Tras el
tiempo de hibridacién, recuperar la solucidon de hibridaciéon en un tubo para su
reutilizacion y conservarla a -20 °C.

Lavar dos veces la membrana con solucién de lavado | durante 15 minutos a
temperatura ambiente en agitacion.

Lavar dos veces la membrana con soluciéon de lavado Il durante 25 minutos a 65 °C
en agitacion.

Equilibrar la membrana con tampdn | durante 1 minuto en agitacion.

Bloquear la membrana con tampodn Il durante 30 minutos, en agitacion.

Sustituir el tampdn |l por la solucién de anticuerpos y dejar al menos 30 minutos
en agitacion.

Eliminar la solucidon de anticuerpos, lavar la membrana 2 veces con tampén |

durante 15 minutos en agitacién.

10) Eliminar el tampdn | y sustituirlo por tampdn 1l durante 2 minutos, en agitacion.

11) Mezclar 45 pl de solucién NBT y 35 ul de solucidn X-fosfato por cada 10 ml de

tampdn 1l y afiadir esta solucién de color a la membrana y mantenerla en
oscuridad hasta que aparezcan seiales de hibridacién (precipitado marrén en el

filtro).

12) Retirar la solucidn de color y detener la reaccion afiadiendo agua destilada o TE.

Soluciones:

Solucion de prehibridacién. 5X SSC; 1% agente bloqueante (Blocking Reagent de
Roche); 0,1% N-lauril sarcosina; 0,02% SDS.

Solucién de hibridacién. Solucién de prehibridacién suplementado con la sonda
marcada.

Solucion de lavado I. 2X SSCy 0,1% SDS.
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¢ Solucidén de lavado Il. 0,1X SSCy 0,1% SDS.

e Tampodn I. 100 mM acido maleico; 150 mM NaCl, pH 7,5.

e Tampodn Il. Tampdén | suplementado con 0,5-1% de agente bloqueante (Blocking
Reagent de Roche).

e Tampén lll. Se preparan de forma independiente las soluciones stock (10x): 1 M
Tris-HCl, pH 9,5; y por otro lado 1 M NaCl; 500 mM MgCl, * 6H,0. En el momento
de uso, ambas soluciones se mezclan para formar el Tampdn 111 (1x).

¢ Solucion de anticuerpos. Diluir en proporcién 1:10.000 los anticuerpos
antidigoxigenina conjugados con fosfatasa alcalina (Roche) en tampdn L.

* Solucién NBT (Azul de nitrotetrazolio). NBT 75 mg/ml en dimetilformamida 70%
en agua destilada.

* Solucién X-fosfato (BCIP). 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato 50 mg/ml en

dimetilformamida.

2.15. Introduccion de ADN en E. coli

A lo largo de este trabajo, la transformacién mediante choque térmico fue el método
empleado para la introduccion en E. coli de las diferentes construcciones plasmidicas. Para

ello, primero fue necesario obtener células competentes de la cepa receptora del plasmido.

2.15.1. Obtencion de células competentes

Para introducir ADN en E. coli por medio del método de transformacidn, se requiere
una disponibilidad de las bacterias que facilite el paso de las moléculas de ADN a través de las
barreras externas de la célula. A este estado se le denomina competencia y a las células que lo
presentan, células competentes. Se siguieron dos métodos de induccion del estado de
competencia dependiendo de la eficiencia deseada en cada caso: un método basado en el uso
de cationes divalentes que utiliza cloruro de rubidio (Hanahan, 1985) y el método SEM (del
inglés simple and efficient method) descrito por Inoue et al. 1990 (Inoue et al., 1990). Este
segundo método estd basado en el procedimiento del cloruro de rubidio y, aunque no se
consigue la alta eficiencia que presenta el primero, requiere de soluciones mas baratas (el
cloruro de rubidio es un compuesto caro) y es ms reproducible en cuanto a la eficiencia

conseguida. El método SEM se empled de manera rutinaria para inducir el estado de
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competencia de diferentes cepas de E. coli, especialmente de las DH5a que se utilizaron como

células hospedadoras de mezclas de ligacidon (nuevas construcciones de plasmidos). Mientras

que, el método de cloruro de rubidio fue el procedimiento seguido para obtener la

competencia de las cepas de E. coli ET12567/pUZ8002, ya que para ciertos experimentos de

transformacion con cdsmidos se requeria una alta eficiencia.

» Método del cloruro de rubidio (Hanahan, 1985). La utilizacion de este método
permite la obtenciéon de células competentes de E. coli con una eficiencia de
transformacion de hasta 108 transformantes por ug de ADN.

Protocolo:

1) Cultivar E. coli en medio LB sélido para obtener un cultivo fresco.

2) Inocular 5 ml de medio SOB suplementado con la solucién de magnesio (2ml por
cada 100 ml de SOB) con una colonia de E. coli. Incubar toda la noche (12-14 horas)
a37°y 250 rpm.

3) Inocular 100 ml de SOB suplementado con magnesio con 200-400 pl del
preindculo. Incubar a 37 °Cy 250 rpm hasta alcanzar la DOgy de 0,48.

4) Enfriar el matraz en hielo y, a partir de este paso, trabajar en frio. Recoger las
células por centrifugacion en tubos de centrifuga tipo GSA a 5.000 rpm y 4 °C
durante 5 minutos y retirar el sobrenadante.

5) Resuspender suavemente el precipitado celular en 30 ml de solucidn fria (4 °C)
RF1. Mantener en hielo durante 30 minutos.

6) Centrifugar 5 minutos a 5.000 rpmy 4 °C y retirar el sobrenadante.

7) Resuspender el precipitado en 8 ml de la solucién fria (4 °C) RF2.

8) Repartir en alicuotas de 120 pl en microtubos de 1,5 ml y congelar en nitrégeno
liquido. Conservar a -80 °C.

9) Con 10-20 pg de un plasmido previamente cuantificado, comprobar la eficiencia de

transformacién expresandola en transformantes/ug de ADN.

Soluciones: esterilizar las soluciones por filtracién.

RF1. 100 mM RbCl; 50 mM MnCl, = 4H,0; 30 mM acetato potasico; 10 mM
CaCl, = 2H20; 15% glicerol. Ajustar el pH a 5,8 con acido acético 0,2 M.

RF2: 10 mM MOPS; 10 mM RbCl, 75 mM CaCl, = 2H,0; 15% glicerol. Ajustar el pH a
6,8 con NaOH 1N.

Soluciéon madre de magnesio: 1M MgCl, = 6H20; 1M MgS0O, = 7H,0.
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>

Método SEM (Inoue et al., 1990). En este protocolo son importantes: la
temperatura de crecimiento del cultivo (18 °C), trabajar durante todo el proceso
de lavados e induccién de la competencia a 4 °C, mantener la relacion de 1/10
entre el medio y la capacidad del matraz para que exista una buena aireacion y

agitar las células de forma suave, no utilizando el vértex.

Protocolo:

1) Cultivar E. coli en medio LB sdlido (LA) para obtener un cultivo fresco.

2) Cultivar durante la noche a 37 °C un preindculo en medio SOC (5 ml) con 20-30
colonias de E. coli.

3) Inocular 50 ml de medio SOC con un 1% de preindculo. Cultivar en agitacién (250
rom) a 18 °C.

4) Cuando el cultivo alcance una DOgqy de 0,6, colocar el matraz en hielo 10 minutos.
A partir de este paso trabajar en frio.

5) Centrifugar a 3.000 rpm en tubos tipo GSA durante 10 minutos.

6) Retirar los restos de medio y resuspender en 80 ml de tampdn TB frio (4 °C). No
usar agitador. Dejar en hielo 10 minutos.

7) Centrifugar a 3.000 rpm durante 10 minutos.

8) Retirar los restos de medio y resuspender en 20 ml de tampon TB frio agitando
manualmente. Anadir 1,4 ml de DMSO (concentracion final 7%). Agitar
suavemente y dejar en hielo 10 minutos.

9) Repartir en alicuotas de 100 pl de células en microtubos de 1,5 ml.

Inmediatamente congelar en nitrégeno liquido. Conservar a -80 °C.

10) Con 10-20 pg de un plasmido previamente cuantificado, se comprueba la eficiencia

de transformacion expresandola en transformantes/ug de ADN.

Soluciones:

Tampon TB (Para 1 litro). 10 mM PIPES (3,025 g), 15 mM CaCl, (1,65 g), 250 mM
KCI (18,65 g). Ir afladiendo KOH 1 M para que se disuelvan los componentes y a la
par ajustar el pH a 6,7. A continuacidn afiadir 10,9 g de MnCl, = 4H,0. Esterilizar

por filtracidon y conservar a 4 °C.
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2.15.2. Procedimiento de tfransformacion

El método de transformacién empleado se fundamenta en someter las células
competentes anteriormente obtenidas a un choque térmico (Hanahan, 1983) y es
practicamente universal para las diversas cepas de E. coli, pudiendo ser usado para

transformar células competentes preparadas por cualquier método.

Protocolo:

1) Descongelar las células competentes manteniendo el tubo en hielo.

2) A 100 pl de células, anadir el ADN (hasta un volumen maximo de 10 ul) y mantener
la mezcla en hielo durante 20 minutos.

3) Aplicar al conjunto un choque térmico a 42 °C durante 45 segundos.

4) Enfriar en hielo 2 minutos.

5) Afadir 600 pl de LB e incubar las células durante 1 hora en agitacién (250 rpm) a
37°C.

6) Sembrar alicuotas de las células en placas de Petri de medio LB sélido

suplementado con los aditivos adecuados en cada caso.

2.16. Intfroduccion de ADN en Streptomyces

La introduccién de material genético en las diferentes cepas de Streptomyces se llevé a
cabo en todos los casos mediante conjugacidn intergenérica. La conjugacion se define como la
transferencia de informacién genética desde una célula donadora a otra receptora, por un
mecanismo que incluye un contacto directo célula a célula, un plasmido conjugativo en la
célula donadora y la intervencion de estructuras superficiales especializadas y de funciones
especificas. Este proceso se puede dar entre células de un mismo género, o entre células de

géneros diferentes (conjugacion intergenérica).

El procedimiento de conjugacidon que se ha seguido es el descrito por Kieser et al.
(Kieser et al., 2000), empledndose como células receptoras esporas o micelio de Streptomyces
y como célula donadora E. coli ET12567/pUZ8002. Esta cepa es deficiente en los sistemas de
metilacion dam, decm y hsd, y porta el plasmido pUZ8002, no movilizable pero que contiene los

genes necesarios para la movilizacidn de vectores que contengan en su secuencia un oriT.
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Protocolo:

1)

2)

3)

4)
5)

6)

7)
8)

Inocular de 1 a 3 colonias de E. coli ET12567/pUZ8002 transformada con el
plasmido que se desea transferir en 50 ml de medio LB suplementado con el
antibidtico de seleccién del plasmido conjugativo, con cloranfenicol (25 pg/ml) y
kanamicina (25 pg/ml) para mantener el pUZ8002 y la mutacién dam,
respectivamente. Incubar durante 12-16 horas a 37 °Cy 250 rpm.

A partir del cultivo anterior, inocular al 0,1-0,2% 50 ml de medio LB suplementado
con el antibidtico de seleccidn, cloranfenicol (25 pg/ml) y kanamicina (25 ug/ml).
Incubar a 37 °Cy 250 rpm hasta que el cultivo alcance una DOgy entre 0,4 y 0,6.
Centrifugar 10 minutos a 4.500 rpm y 4 °C. Descartar el sobrenadante vy
resuspender el precipitado en 50 ml de medio LB sin antibidticos.

Resuspender las células en 5 ml de LB.

Resuspender el micelio (1/10 de la placa) de S. clavuligerus, cultivado durante 24
horas en TSA a 28 °C, en 0.5 ml de glicerol al 20%. Si se utilizan esporas, mezclar
10® esporas con 0,5 ml de medio 2xTY y someterlas a un choque térmico de 50 °C
durante 10 minutos.

Mezclar 0,5 ml de la suspensidn de células de E. coli con 0,5 ml de la suspensién de
micelio o esporas de Streptomyces. Centrifugar 2 minutos a 14.000 rpm, eliminar
350 pl de sobrenadante y resuspender el precipitado en el volumen restante.
Sembrar en placas de MS suplementadas con MgCl, 10mM. Incubar a 30 °C.
Transcurridas 16-20 horas, afiadir una cobertera con 0,5 mg/ml de acido nalidixico
y 1 mg/ml del antibidtico de seleccion. Incubar a 30 °C durante 2-3 dias hasta

observar colonias exconjugantes.

2.17. Construccion y amplificacion de una genoteca de S.

clavuligerus ATCC 27064 en el vector SuperCos 1

Una genoteca o libreria gendmica es una coleccién de clones, cada uno de los cuales

contiene un vector al que se le ha insertado un fragmento del ADN total de un

microorganismo. El total de la genoteca debe contener, tedéricamente, todas las secuencias

existentes en el ADN total de partida. Los fragmentos de ADN se generan por digestiones

parciales con una enzima de restriccion que presenta una alta frecuencia de corte en el

genoma, generandose asi una coleccion de fragmentos de una longitud idénea para la

clonaciéon en un vector determinado, en este caso un comido. Los césmidos son plasmidos con
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los extremos cohesivos cos del bacteriéfago A. Estos plasmidos incorporan fragmentos de ADN

comprendidos entre 30-42 kb, tamafio adecuado para el empaquetamiento en particulas

fagicas y su posterior transferencia a las células hospedadoras mediante infeccion.

2.17.1. Preparacion del vector SuperCos 1

Protocolo:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Digerir 200 ug del vector de clonacién SuperCos 1 con 2 U/g de Xbal en un
volumen total de 400 ul a 37 °C durante 3 horas.

Comprobar la digestion en un gel de agarosa al 0,8%. Se debe obtener una Unica
banda de 7,9 kb.

Limpiar el ADN con un paso de fenol-CIA y CIA. Precipitar el ADN durante un
minimo de 2 horas a -20 °C o media hora a -80 °C. Centrifugar a 13.200 rom y 4 °C
durante 30 minutos. Retirar el etanol y dejar secar el precipitado. Resuspender en
150 pl de agua destilada y cuantificar la concentracion de ADN (ver apartado
2.8.5).

Desfosforilar con 0,5 pl de fosfatasa antartica (5 U/ml) por cada pg de ADN del
vector. Incubar durante 30 minutos a 37 °C y posteriormente inactivar la enzima
incubando la mezcla durante 10 minutos a 65 °C. Repetir la reaccién de
desfosforilacion.

Extraer el ADN por fenolizacién con un paso de fenol-CIA y CIA. Precipitar el ADN
durante un minimo de 2 horas a -20 °C o media hora a -80 °C. Centrifugar a 13.200
rom y 4 °C durante 30 minutos. Retirar el etanol y dejar secar el precipitado.
Resuspender en 70 ul agua destilada.

Digerir el vector tratado con 2 U de BamHI por pg de ADN (BamHI genera extremos
cohesivos con Sau3Al) en un volumen final de 100 pl a 37 °C durante 3 horas.
Extraer el ADN por fenolizacidn como en los pasos anteriores. Resuspender en un
volumen final de 20 ul y cuantificar la concentracién de dicha solucion. Finalmente,
dejar la solucidon a una concentracion de 1 pg/pl.

Comprobar la digestion en un gel de agarosa al 0,8%. Se deben obtener dos bandas

de 1,1y 6,5 kb, respectivamente.
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2.17.2. Preparacion del ADN genémico

Las digestiones parciales del ADN gendmico se llevan a cabo con una enzima de

restriccion de corte frecuente, evitando asi la exclusidon sistemdtica de algunas de las

secuencias del genoma. En este trabajo se utilizo Sau3Al que reconoce la secuencia GATC y

genera extremos 5° protuberantes. En primer lugar se realizd una digestion a pequefia escala

para determinar la concentracion de enzima adecuada para obtener los fragmentos de ADN de

tamafio comprendido entre 30-42 kb. Una vez determinada la concentracidn de enzima éptima

se llevd a cabo una digestidn a gran escala con el objetivo de obtener suficiente ADN digerido

para la construccién de la genoteca.

>

Digestion a pequeia escala

Protocolo:

1)

2)

3)

Extraer ADN gendmico de S. clavuligerus ATCC 27064. con el método especificado
en el apartado 2.8.4, (realizar todos los pasos de mezcla de manera suave, evitar
los pipeteos agresivos y agitaciéon para obtener fragmentos de alto peso molecular
intactos).

Digerir con la enzima Sau3Al pequefias cantidades de ADN, aproximadamente 10
ug, con diferentes concentraciones de enzima a 37 °C durante 30 minutos. Para
ello mezclar 5 pul de cada diluciéon de enzima (D1-D8, especificadas en la tabla 2.4)
con 45 pul de la mezcla de ADN (MA) y dejar 5 minutos en hielo para permitir la
difusién de la enzima. Incubar durante 10 minutos a 37 °C en bafio de agua y parar
cada reaccidn de digestion anadiendo 2 pl de EDTA.

Comprobar la digestidn parcial en un gel de agarosa al 0,4%, dejar migrar durante
16-18 horas. Seleccionar las concentraciones de enzima con las que se obtengan

fragmentos de ADN de un tamafio comprendido entre 30-42 kb.

Soluciones:

Mezcla de ADN (MA). 10 ug aproximadamente de ADN total, 45 pl tampédn de
digestion 10X, 5 ul BSA (10 mg/ml), agua destilada hasta 450 pl.
Tampon de dilucién (TD). 150 pl tampdn de dilucién, 15 pl BSA (10 mg/ml), agua

destilada hasta 1,5 ml.
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Solucién de Tampoén de [Sau3AlI]F (U/ug
Dilucion | Sau3Al (4 U/ul) dilucion (TD) de ADN)

D1 2 ul 38 ul 1,00

D2 10 ul D1 10 pl 0,50

D3 10 pl D2 90 ul 0,05

D4 20 ul D3 20 pl 2,50 - 10-2
D5 20 ul D4 20 ul 1,25 - 10-2
D6 20 ul D5 20 pl 6,25 - 10-3
D7 20 ul D6 20 ul 3,12 - 10-3
D8 20 ul D7 20 ul 1,56 - 10-3

Tabla 2.4: Mezclas de dilucidn de la enzima Sau3Al para la digestidn parcial.

> Digestion a gran escala

Protocolo:

1) Digerir una mayor cantidad de ADN (100 pg aproximadamente) con la
concentracién de enzima 6ptima, la mitad y una concentracidn intermedia, ya que
al cambiar de escala las condiciones de digestion pueden cambiar. Si se tiene
suficiente cantidad de ADN realizar varias digestiones por cada concentracion, ya
que en el préximo paso de ultracentrifugacion se reduce la cantidad de ADN.
Comprobar la digestion en un gel de agarosa para visualizar el ADN digerido.

2) Extraer el ADN por fenolizacion con fenol-CIA y CIA (ver apartado 2.8.1). Precipitar
el ADN con etanol (-20 °C) durante 2 horas, centrifugar a 4 °C 45 minutos y
eliminar el sobrenadante. Dejar secar unos minutos y resuspender en agua
destilada durante toda la noche para asegurar una solucién homogénea (no agitar
con agitacion mecdnica ni con pipeta). Mezclar todas las digestiones de la misma
concentracién en un volumen final de 150 pl.

3) Analizar mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0,4% una pequefia
alicuota de cada digestidon con el objetivo de seleccionar las dos digestiones que

presenten una mayor cantidad de fragmentos comprendidos entre 30-42 kb.

» Ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa
Una vez digerido el ADN, se enriquece la solucidn en fragmentos de tamafio adecuado

mediante ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa.

93



Protocolo:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Colocar en dos tubos de 5 ml Beckman de ultracentrifuga 2,4 ml de la solucién de
sacarosa al 40% y sobre esta anadir lentamente, con la punta de la pipeta apoyada
en la pared del tubo, 2,4 ml de la solucién de sacarosa al 10%.

Tapar los tubos con parafilm y colocar en posicion horizontal con un movimiento
rapido y seco para evitar la mezcla de las soluciones. Dejar 8 horas en oscuridad
para que se cree el gradiente por difusion.

Volver a colocar los tubos en posicidn horizontal muy lentamente para no alterar el
gradiente de sacarosa.

Verter, apoyando la punta de la pipeta en la pared del tubo, 150 pl de ADN total
digerido con Sau3Al. Pesar los tubos en balanza de precision. Igualar el peso de los
dos tubos afiadiendo solucidn de sacarosa al 10%.

Colocar cada tubo en un soporte de la ultracentrifuga y colgarlos enfrentados en el
rotor basculante. Ultracentrifugacion a 4 °C durante 18 horas a 30.000 rpm.
Separar el gradiente de fragmentos de ADN en fracciones mediante una bomba
peristaltica (Miniplus 2, Gilson). Previamente a su uso estimar la velocidad de la
bomba y el nimero de gotas necesarias para recoger fracciones de 250 pl.
Introducir lentamente un extremo del capilar conectado a la bomba hasta el fondo
de cada tubo y por el otro extremo recoger fracciones de 250 ul en microtubos de
1,5 ml.

Analizar mediante electroforesis (30 voltios durante 12-16 horas) en agarosa al
0,4% 10 pl de cada fraccién con el objetivo de seleccionar las fracciones que
presenten fragmentos de ADN entre 30-42 kb.

Precipitar el ADN de las fracciones seleccionadas teniendo en cuenta las mezclas
especificadas en la tabla 2.5. Dejar durante 16-18 horas a -20 °C y a continuacion,
centrifugar a 4 °C a 13.200 rpm durante 45 minutos.

Eliminar el sobrenadante, afiadir 500 pl de etanol 70%, mezclar y volver a
centrifugar a 4 °C a 13.200 rpm durante 30 minutos. Eliminar el sobrenadante y

dejar secar unos minutos.

10) Resuspender lentamente todas las fracciones seleccionadas en un volumen final de

15 pl de agua destilada. Conservar la solucién de ADN total (ADNt) a 4 °C para

evitar la rotura por ciclos de congelacién/descongelacion.

11) Medir la concentracion de la soluciéon de ADNt/Sau3A. Se necesitan al menos 2,5

ug para el siguiente paso de ligacién.
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Nota: Durante todo el procedimiento usar puntas de pipeta cortadas para evitar el
cizallamiento del ADN.
Soluciones:
¢ Solucién de sacarosa 10%. 500 pl Tris HCl 1M, pH 8,0; 100 ul EDTA 0,5 M; 10 ml
NaCl 5 M; 10 ml sacarosa 50%; agua destilada hasta 50 ml.
e Solucidn de sacarosa 40%. 500 pl Tris HClI 1M, pH 8,0; 100 ul EDTA 0,5 M; 10 ml
NaCl 5 M; 40 ml sacarosa 50%.

Fraccion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

% Sacarosa | 40 38,4 36,8 35,2 33,6 32,1 30,5 28,9 27,3 25,7

Fraccionpl | 250 | 250 250 250 250 250 250 250 250 250

TE pl 750 | 710,5 | 671 631,5 | 592 552,5 | 513 473,5 | 434 394,5

Total pl 1000 | 960,5 | 921 881,5 | 842 802,5 | 763 723,5 | 684 644,5

AcNa3Mmpul | 100 | 96,05 |92,1 88,15 | 84,2 80,25 | 76,3 72,35 | 68,4 64,45

EtOH pl 2200 | 2113,1 | 2026,2 | 1939,3 | 1852,4 | 1765,5 | 1678,6 | 1591,7 | 1504,8 | 1417,9
Fraccion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
% Sacarosa | 24,2 | 22,6 21 19,4 17,8 16,3 14,7 13,1 11,57 | 10

Fraccionpl | 250 | 250 250 250 250 250 250 250 250 250

TE pl 355 | 315,5 | 276 236,5 | 197 157,5 | 118 78,5 39 0

Total pl 605 | 565,5 | 526 486,5 | 447 407,5 | 368 328,5 | 289 250

AcNa3Mpul | 60,5 | 56,55 | 52,6 48,65 | 44,7 40,75 | 36,8 32,85 | 28,9 25

EtOH ul 1331 | 1244,1 | 1157,2 | 1070,3 | 983,4 | 896,5 | 809,6 | 722,7 | 6358 | 550

Tabla 2.5. Precipitacion del ADN de las fracciones obtenidas por ultracentrifugacion. Volimenes de TE, AcNa (3M)
y EtOH necesarios para precipitar el ADN correspondiente a cada fraccion obtenida por ultracentrifugacion en

gradiente de sacarosa.

2.17.3. Ligacion y empaquetamiento

Protocolo de la ligacién:

1) Ligar los fragmentos de ADNt/Sau3Al de S. clavuligerus ATCC 27064. con el

cosmido tratado a 4 °C durante toda la noche. Mezcla de ligacion:
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ADN (Sau3Al) 2,58
SuperCos 1 (BamHI/Xbal) 1l
Tampodn de ligacidn 2 ul
Agua destilada hasta 20 ul
) igasa 1l

) (Antes de afiadir la ligasa guardar 1 pl de la mezcla como control de ligacion).

2)

Analizar en un gel al 0,8% 1 pl de la mezcla de ligacién antes de afiadir la ligasa y 1
pl después de la ligacion para comprobar que la ligacion se ha producido

eficientemente.

Protocolo de empaguetamiento. Empaquetar el césmido recombinante utilizando el

extracto de empaquetamiento comercial Gigapack® III XL.

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

Colocar un tubo con los extracto de empaquetamiento (-80 °C) en hielo.
Descongelar rapidamente los extractos de empaquetamiento calentando el tubo
con las manos, justo hasta que empiece a descongelarse.

Mezclar 4 pl del producto de ligacion con los extractos de empaquetamiento.
Agitar la mezcla suavemente con la punta de una pipeta evitando la formacion de
burbujas. Centrifugar brevemente.

Incubar la mezcla a temperatura ambiente durante 2 horas.

Afadir 500 pl del tampdn SM.

Anadir 20 pl de cloroformo y mezclar suavemente. Centrifugar brevemente para
sedimentar los restos.

Recoger el sobrenadante que contiene los fagos a otro tubo. Guardar el producto

de empaquetamiento a 4 °C (puede ser almacenado hasta un mes).

Soluciones:

Tampodn SM. 0,58 g de NaCl; 0,2 g de MgS0O, = 7H,0; 5 ml Tris HCl 1M, pH 7,5; 0,5
ml gelatina 2%,; disolver en un volumen de 100 ml con agua destilada. Esterilizar en

autoclave.

2.17.4.Titulacion de la reaccion de empaquetamiento

Protocolo:

1)

Sembrar E. coli XL1-Blue en medio LA. Incubar toda la noche a 37 °C.
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2)

3)

4)

5)
6)

7)

8)

9)

Inocular con una colonia 50 ml de LB suplementado con 10 mM MgSO, y 0,2% de
maltosa. Incubar a 37 °C con agitacidn orbital 250 rpm durante 4-6 horas, sin dejar
que el cultivo sobrepase la DOgy 1.

Centrifugar a 2.000 rpm durante 10 minutos a 4 °Cy eliminar el sobrenadante.
Resuspender el precipitado de células en la mitad del volumen inicial con 10 mM
de MgSO0, estéril.

Diluir la solucién en 10 mM de MgSO, estéril hasta una DOgg O,5.

Preparar diluciones 1:10 y 1:50 de la reaccidn de empaquetamiento en tampdn
SM.

Mezclar 25 ul de cada dilucidn con 25 pl de la solucién de células de E. coli en un
tubo de 1,5 ml e incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Anadir 200 pl de medio LB a cada muestra e incubar 1 hora a 37 °C en agitacion.
Este tiempo de incubacién permite la expresion de los genes de resistencia a
antibidticos.

Centrifugar a 13.200 rpm durante 1 minuto y eliminar el sobrenadante.
Resuspender el precipitado de células en 250 pl de medio LB. Sembrar 50 y 100 ul
en placas de LA con ampicilina (100 g/ml). Incubar a 37 °C hasta que crezcan las

colonias.

10) Contar el numero de colonias y expresar el titulo del empaquetamiento en

unidades formadoras de colonias (UFC)/ul de producto de empaquetamiento. De
esta manera se puede calcular el nUmero de colonias que se esperan obtener del

total (500 ul) de la reaccidon de empaquetamiento.

La férmula disefiada por Clarke y Carbon (Clarke y Carbon, 1976) permite el calculo del

numero de colonias necesarias para que la genoteca sea representativa (ver resultados 3.2.2).

Dicha férmula relaciona la probabilidad (P) de incluir cualquier secuencia de ADN en una

genoteca al azar de N recombinantes independientes:

In (1-P)

N=
In (1-F)

Una vez comprobado que la reaccidn de empaquetamiento permite obtener una

coleccion de clones representativa de todo el genoma con una probabilidad del 99,99% se

lleva a cabo la amplificacion de la genoteca.
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2.17.5. Amplificaciéon de la genoteca

Protocolo:

1) En microtubos de 1,5 ml mezclar 75 pl de la reaccidn de empaquetamiento con el
mismo volumen de solucidn de E. coli XL1-Blue (DOgq 0,5). Incubar a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

2) Afadir 4 volimenes de medio LB en cada tubo e incubar a 37 °C a 250 rpm en
agitacién orbital durante 1 hora.

3) Sembrar alicuotas de 100 pl en placas de LB con ampicilina (100 pg/ml) e incubar a
37 °C durante toda la noche.

4) Anadir 2 ml de LB sobre cada placa y raspar la superficie con un bastoncillo para
desprender las colonias. Recoger la solucién de colonias y afadir el mismo
volumen de glicerol al 40%. Conservar a -80 °C.

5) Hacer diluciones entre 1x10” y 1x10° y sembrar en placas de LB con ampicilina

(100 pg/ml). Contar las colonias y expresar el titulo de la genoteca en UFC/ml.

2.18. Obtencidon de mutantes mediante ReDirect®

La tecnologia ReDirect® permite la obtencién de mutantes mediante el
reemplazamiento del gen de interés por un casete de resistencia a un antibidtico obtenido por
PCR. Esta técnica consta de tres pasos fundamentales ademds de un cuarto opcional (Gust et

al., 2004).

En un primer paso, el gen de interés se ha de encontrar clonado en un vector
replicativo de E. coli, generalmente en un césmido. Dicha construccién es transformada en la
cepa de E. coli BW25113 que contiene el plasmido plJ790 con genes del sistema de
recombinacién del bacteriéfago A (los genes red). Estas proteinas aumentan
considerablemente la eficiencia de recombinacién homdloga en E. coli y permiten que se
produzca el reemplazamiento del gen de interés contenido en el cdsmido por un producto de
PCR. Dicho producto de PCR contiene secuencias homodlogas (36-50 pb) a las secuencias que
flanquean el gen que se va a reemplazar, asi como un gen de resistencia a antibidticos y el

origen de transferencia oriT.
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Una vez obtenido el césmido recombinante, dicha construccion se transforma en una
cepa de E. coli ET12567. Dicha cepa es deficiente en metilaciéon para que la construccidn no se
vea posteriormente afectada por el potente sistema especifico de restriccién por metilacién
presente en muchas especies del género Streptomyces. Ademas, esta cepa de E. coli posee el
plasmido pUZ8002 capaz de movilizar en trans vectores que contengan el origen de

transferencia oriT.

Por ultimo, se lleva a cabo la transferencia del cosmido recombinante desde E. coli
hasta Streptomyces mediante el proceso de conjugacién. Una vez que la célula de
Streptomyces ha incorporado el césmido se debe producir una doble recombinacién para
conseguir la sustitucion del gen de interés en el genoma de Streptomyces por el casete de

resistencia.

Ademas, esta técnica permite eliminar el casete de resistencia del mutante
delecionado mediante el uso de recombinasas. La secuencia del casete de resistencia se
encuentra flanqueada por sitios de reconocimiento de diferentes recombinasas que catalizan
recombinacidn entre dichos puntos eliminado el casete de resistencia. Existen dos tipos de
sistemas de recombinasas: la recombinasa que reconoce los sitios frt presentes en el plasmido

pll773 y la recombinasa Cre que reconoce los sitios loxP presentes en el plasmido plJ774.

El protocolo seguido es el descrito en el manual del ReDirect® con algunas
modificaciones (Gust et al., 2002). Esta técnica ha sido desarrollada en el centro John Innes
(The John Innes Centre, Norwich, UK) para S. coelicolor por lo que precisa de las pertinentes
modificaciones y optimizaciones para su aplicaciéon con éxito a otras especies del género

Streptomyces.

2.18.1. Purificacion del molde para la obtencién del producto de PCR

El centro John Innes ha desarrollado diferentes plasmidos

(http://Streptomyces.org.uk/redirect/index.html) que contienen el casete de resistencia. En

este trabajo se han utilizado varios de ellos (ver apartado 2.5).

Se ha observado que el uso de los plasmidos completos como molde para la obtencion

del producto de PCR (casete de resistencia) resulta en un gran nimero de falsos positivos por
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lo que es importante extraer del plasmido la secuencia molde por digestién con enzimas de
restriccion.

Protocolo:

1) Digerir aproximadamente 10 pug del plasmido molde con las enzimas de restriccion
EcoRl y Hindlll en 1x del tampdn adecuado en un volumen final de 100 pl e incubar
a 37 °C durante al menos 1 hora.

2) Analizar la mezcla de digestion en un gel de agarosa al 0,8% y cortar el fragmento
de gel que contiene la banda correspondiente al casete de resistencia. Purificar
mediante el uso del kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification, resuspender en
agua destilada y determinar su concentracién.

3) Laausencia de contaminacion con plasmidos completos se comprueba utilizando 1
pl de la suspensién purificada para la transformacion de células de E. coli
competentes. Si no se obtiene ningln transformante se puede seguir con el

protocolo.

2.18.2. Diseno de los cebadores para la obtencion del producto de PCR

La delecién de un determinado gen requiere del disefio de cebadores especificos. Cada
cebador contiene los 39 nucledtidos (nt) en 5” similares a la secuencia que flanquea el gen de
interés en Streptomyces y el resto de nucledtidos en su extremo 3" anillan con las secuencias

flanqueantes del casete de resistencia (Figura 2.2).

Genoma de Streptomyces

39nt

Gen a delecionar

ACT NNNN|

39nt

INNNN . ATG N 20nt* ]
FRT ApraR* oriT FRT
{Gisnt* KAacT NN

plJ773

Figura 2.2. Disefio de los cebadores para la obtencion del casete de resistencia. El extremo 5" de los
cebadores contiene una secuencia homdloga a la secuencia flanqueante del gen a delecionar, incluido el
coddn de inicio y de fin. Mientras que el extremo 3" esta constituido por las secuencias marcadas con
asterisco (*), flanqueantes del casete de resistencia. Modificado de

http://Streptomyces.org.uk/redirect/index.html).
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2.18.3. Amplificacion por PCR del casete de resistencia

Es recomendable realizar la PCR con una ADN polimerasa de alta fidelidad para evitar
la generacion de errores en la amplificacion del casete de resistencia, los cuales pueden
interferir en posteriores pasos del protocolo. En este trabajo se ha usado la polimerasa

GoTaq®, para la cual se detalla la mezcla de PCR y el programa seguido:

Mezcla de PCR:

DMSO 2,5ul
Buffer HF 5X 10 ul
dNTPs (2 mM) 5ul
Cebadores (10 uM) 2,5 ul/cebador
ADN molde 50 ng
GoTaq 0,5 ul
Agua destilada hasta 50 pl
Programa de PCR:
Desnaturalizacién inicial 98°C 30s
Desnaturalizacion 98°C 8s ™
Anillamiento 50°C 20s ~ 10ciclos
Extension 72°C 45s )
Desnaturalizacién 98°C 8s M
Anillamiento 55°C 20s ~ 15ciclos
Extension 72°C 45s
Extension final 72°C 10 min

Analizar 5 pl de la mezcla de PCR mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%.
Si la amplificacién ha sido correcta limpiar los 45 pl restantes con el kit GFX PCR DNA and Gel

Band Purification y determinar su concentracion.

101



2.18.4. Transformacion de E. coli BW25113/plJ790 con el césmido de

Streptomyces que contiene el gen a sustituir

El plasmido plJ790 contiene un gen de resistencia a cloranfenicol y un origen de

replicacion sensible a la temperatura que precisa de 30 2C para su replicacién pero se pierde a

37 °C.

Protocolo:

1)

2)

3)

Preparar células competentes BW25113/plJ790 mediante el método SEM (ver
apartado 2.15.1).

Transformar las células competentes con el césmido que contiene los genes de
interés de Streptomyces. Importante: Realizar los pasos de crecimiento a 30 2C.
Comprobar mediante digestiones la introduccién del cdsmido en E. coli sin

reorganizaciones y la presencia del plasmido plJ790.

2.18.5. Sustitucion del gen de interés por el casete de resistencia

Las colonias de E. coli BW25113/plJ790 portadoras del césmido de interés son

electrotransformadas con el casete de resistencia obtenido mediante PCR.

Protocolo:

1)

2)

3)

4)

Inocular las colonias de E. coli BW25113/pl)790/césmido en 5 ml de LB
suplementado con cloranfenicol (25 pug/ml) para mantener el plasmido plJ790 y
con los antibidticos de seleccién del cdsmido. Incubar a 30 °C (para no perder el
plasmido plJ790) durante 14-16 horas.

Inocular 100 ml de SOB suplementado con 2 ml de MgSO, 1 M + MgCl, 1 M
(concentracidn final 40 mM), cloranfenicol (25 pg/ml), los antibidticos de seleccién
del césmido y 1 ml de L-arabinosa 1 M (concentracion final 10 mM, necesaria para
inducir los genes red) con 1% del preindculo. Incubar a 30 °C y 200 rpm hasta
alcanzar una DOgyg préxima a 0,4 (3-4 horas).

Centrifugar en tubos de GSA a 4 °C durante 5 minutos a 4000 rpm. Resuspender el
precipitado en 20 ml de glicerol 10% frio (4 °C).

Centrifugar como en el paso anterior y resuspender el precipitado en 10 ml de
glicerol 10% frio. Volver a centrifugar y finalmente resuspender en 400 pl de

glicerol 10% frio.
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5) Mezclar 50 pl de la suspension de células con 100-200 ng del producto de PCR.
Poner la mezcla en una cubeta de electroporacion de 0,2 cm fria (4 °C).

6) Aplicar un pulso eléctrico con el electroporador (BioRad GenePulser Il) en las
siguientes condiciones: 2,5 kV, 500 Q y 10 uF, debiendo transcurrir un tiempo de
paso de corriente de entre 4,5 y 4,9 milisegundos.

7) Afadir 1 ml de medio LB frio (4 °C) a la cubeta y transferir todo el contenido a un
microtubo de 1,5 ml. Incubar durante al menos 3 horas a 30 °C.

8) Sembrar en placas de medio LB suplementado con los antibidticos de selecciéon del
coésmido y apramicina (50 pg/ml). Incubar durante toda la noche a 37 °C por lo que
se perdera el pldsmido plJ790. Si se van a realizar otras deleciones en el mismo
cosmido, con diferentes resistencias a antibiéticos, incubar a 30 °C y afadir
cloranfenicol (25 pug/ml) a las placas para evitar la pérdida del plasmido plJ790.

9) Analizar las construcciones obtenidas mediante PCR o patrdén de digestion.

10) Una vez comprobado que la recombinacidon se ha producido eficientemente,
extraer los césmidos recombinantes mediante minilisis (ver 2.8.3). Realizar la
extraccion tan pronto como sea posible porque se pueden producir
reorganizaciones debido a que las células BW25113 son altamente
recombinogénicas.

Nota: En la misma colonia pueden co-existir cosmidos recombinantes y césmidos

silvestres. Estos ultimos se perderan durante la transformacién a la siguiente cepa de

E. coli y ademds no contienen oriT por lo que no podran ser transferidos a

Streptomyces.

2.18.6. Transferencia del cosmido recombinante a Streptomyces

La transferencia se produce mediante conjugacion intergenérica entre E. coli y

Streptomyces.

Protocolo:

1) Preparar células competentes E. coli ET12567/pUZ8002 mediante el método del
cloruro de rubidio (ver apartado 2.15.1). Cultivar en medio suplementado con
kanamicina (25 pg/ml) y con cloranfenicol (25 pg/ml), para mantener el plasmido

pUZ8002 y la mutacidon dam (metilacién deficiente), respectivamente.
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2) Transformar las células competentes E. coli ET12567/pUZ8002 con el cdésmido
recombinante.

3) Incubar durante la noche a 37 °C un preinoculo en 5 ml de medio LB suplementado
con cloranfenicol (25 pg/ml), kanamicina (25 pg/ml) y apramicina (50 pg/ml).

4) Llevar a cabo el proceso de conjugacién para transferir el csmido recombinante a
Streptomyces (ver apartado 2.16).

5) Una vez afiadida la cobertera con los antibioticos adecuados incubar a 28 °C
durante 5-6 dias.

6) Comprobar si se ha producido la doble recombinacién mediante la siembra en
placas de TSA suplementado con acido nalidixico (25 pg/ml) y los antibidticos de

seleccion.

2.19. Métodos relacionados con la extraccion de ARN

En general, y dada la facilidad con la que el ARN es objeto de procesos degradativos, se
siguieron las precauciones clasicas en cuanto al manejo de muestras de ARN durante la
manipulacion de las mismas. Las micropipetas empleadas se sometieron a tratamiento con el
sistema inhibidor de RNasas RNaseZap (Ambion inc.), del mismo modo que todo el material no
esterilizable en autoclave. EL agua Mili-Q y todo el material de plastico desechable (como
tubos microtubo y puntas para las micropipetas) fueron esterilizados dos veces consecutivas

en autoclave.

2.19.1. Aislamiento de ARN total de Streptomyces clavuligerus

La extraccion de RNA de S. clavuligerus se llevé a cabo a partir de cultivos liquidos
mediante las columnas RNeasy mini (Qiagen). Debido a que gran parte de este trabajo
consistid6 en el andlisis de la expresion de diferentes genes, fue muy importante la
estabilizacion del patrén de transcripcion de las células en el momento de la toma de
muestras, ya que éste puede verse alterado durante los procesos de centrifugacién y de
congelacion necesarios para recoger el micelio. Por esta razén, las muestras de partida se
trataron en el momento de su recogida con RNAprotect™ Bacteria Reagent (Qiagen), solucién
gue actua inhibiendo tanto la degradaciéon del ARN como la sintesis de nuevos transcritos, lo

gue permite la estabilizacion inmediata del patron de expresién de RNA de las muestras.
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Para evitar la presencia de ADN contaminante, durante el proceso de extraccion de

RNA se llevaron a cabo digestiones con dos tipos de ADNasas:

* DNase | (RNase-Free DNase Set, Qiagen). El tratamiento con esta enzima realizo
en columna durante la extraccion de RNA.

e TURBO DNase (TURBO DNA-free™, Ambion). Una vez terminada la extraccion, el
ARN en solucidn se tratd con esta enzima para eliminar las trazas remanentes de
ADN. Junto a la ADNasa, el fabricante proporciona el tampdn requerido y una

resina que permite inactivar y eliminar rdpidamente la enzima.

El protocolo de extraccién de ARN se optimizé progresivamente a lo largo de este
trabajo para conseguir aislar la mayor cantidad de ARN, de alta integridad y libre de
contaminaciones de ADN. Para ello se ha modificado el protocolo proporcionado por el
fabricante de las columnas, siguiendo algunas de las recomendaciones indicadas para la
extraccion de ARN de Streptomyces por V. Mersinias (protocolo disponible en

http://www.surrey.ac.uk/SBMS/Fgenomics/Microarrays)

Los cultivos liquidos para obtener las muestras de ARN se llevaron a cabo en 100 ml de

medio TSB o SA, iniciados a partir de preinéculos como se indica en el apartado 2.7.1.

Protocolo:

1) Recoger 0,6 ml de cultivo en un tubo de 2,2 ml y afiadir 1,2 ml (2 volimenes) de
RNA Protect. Mezclar con vortex y dejar a temperatura ambiente durante 5
minutos. Centrifugar a 8.000 rpm durante 5 minutos, decantar el sobrenadante y
secar el tubo sobre papel. Guardar el micelio a -80 °C si no se va a usar en el
momento.

2) Resuspender el micelio en 200 pl de lisozima 30 mg/ml e incubar a temperatura
ambiente durante 15 minutos agitando en vortex cada 2 minutos. (Si se parte de
una pequena cantidad de micelio, se puede utilizar el micelio procedente de 2-3
tubos recogidos de un mismo cultivo, resuspendiendo cada uno de ellos en 100 pl
de lisozima para después reunirlos en un Unico tubo).

3) Afadir 600 pl de tampdn RLT-B-Mercaptoenanol y mezclar en el vértex. La ruptura
de la células se llevd a cabo en un aparato FastPrep™FP120 (BIO 101), utilizando la
matriz de ruptura B (dos ciclos de ruptura de 30 segundos de duracidn a velocidad

6,5 y separados por un minuto de refrigeracidon en hielo). La matriz de ruptura B
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4)

5)

6)

7)

8)

9)

viene contenida en unos tubos especialmente concebidos para el aparato y para la
purificacién de ARN (por lo que se encuentran libres de ARNasas de manera
comercial). Es muy recomendable sellar los tubos con una fina capa de parafilm
tras cerrarlos, con el fin de evitar fugas de la matriz de lisis a causa de la violenta
agitacién a la que se someten las muestras en el FastPrep™.

Transferir el lisado a un tubo PLG (Phase Lock Gel, Eppendorf) de 2 ml,
previamente centrifugado vacio a 13.000 rpm durante 30 segundos para
compactar la resina. Aiadir 0,5 volimenes de AquaPhenol™ (Q-Biognen) y 0,5
volimenes de CIA. Agitar por inmersién y centrifugar 5 minutos a 13.000 rpm.
Trasferir la fase acuosa que queda por encima de la resina a un tubo nuevo de 2
ml.

Afadir 150 pl de tampdn RTL-B-Mercaptoenanol y 450 ul de etanol 100% y mezclar
por inversion.

Colocar una columna de purificacion (RNeasy Mini Spin Columns, Qiagen) sobre un
tubo colector y afiadir un maximo de 700 pl de muestra. Centrifugar 15 segundos a
10.000 rpm y descartar la elucion. Repetir tantas veces como sea necesario hasta
procesar todo el volumen de muestra.

Afadir 350 pl de tampdn RW1 a la columna y centrifugar durante 15 segundos a
10.000 rpm. Descartar la elucion.

Mezclar 10 pl de DNasa | Qiagen en 70 pl de tampdn RDD. Aiiadir los 80 ul de la
mezcla directamente sobre la membrana de la columna e incubar a 30 °C durante
30 minutos. Trascurrido este tiempo, dar un pulso de centrifugacién para decantar
la enzima y repetir la digestion.

Aiadir 350 pl de tampdén RW1 y centrifugar durante 15 segundos a 10.000 rpm.

Descartar la elucién y el tubo colector.

10) Colocar la columna en un nuevo tubo colector y afiadir 500 ul de tampdn RPE.

Centrifugar durante 15 segundos a 10.000 rpm. Descartar la elucién y volver a
afiadir a la columna 500 pl de tampdn RPE. Centrifugar durante 2 minutos a 10.000
rom. Descartar la elucion y el tubo colector y depositar la columna sobre un tubo

de 1,5 ml.

11) Afadir directamente a la membrana de la columna de 30 a 50 pl de agua libre de

ARNasas. Centrifugar durante 1 minuto a 10.000 rpm.

12) Transferir la elucién a un tubo de 500 pl. Afiadir 0,1 volimenes del tampdn de la

enzima TURBO-Dnase y de 1 a 2ul de TURBO-Dnase. Mezclar suavemente con la
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pipeta e incubar durante 30 minutos a 37 °C. Trascurrido este tiempo volver a

afiadir 1 pl de la ADNasa e incubar durante 30 minutos a 37 °C.

13) Afadir 0,2 voliumenes de DNase Inactivation Reagent y mezclar bien con la pipeta.

Este reactivo es una resina que inactiva y elimina la ADNasa, junto con los cationes
divalentes que inducen la rotura de ARN mediada por altas temperaturas. Incubar
2-3 minutos a temperatura ambiente y durante este tiempo mezclar 2 6 3 veces

con la pipeta.

14) Centrifugar durante 2 minutos a 13.000 rpm. El ARN permanece en el

sobrenadante y el agente inactivador, junto con la ADNasa y los cationes
divalentes, forman el precipitado. La concentracion de ARN se cuantificd
espectrofotométricamente usando un NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific) y su
integridad se comprobd en un Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), aplicando

1-2 pl de muestra de ARN. Conservar el ARN a -80 °C.

Soluciones:

Tampones RLT, RW1 y RPE. Incluidos en RNeasy mini kit.

Tampon RLT-B-Mercaptoenanol. Afiadir 10 pl de B-Mercaptoenanol por cada ml
de tampon RLT.

Tampon RDD. Suministrado junto a la ADNasa | en el RNase-Free DNase Set.
Inacitvation reagent y TURBO-DNase 10x Buffer. Suministrados junto a la TURBO-
DNasa en el kit TURBO DNA-free™.

2.19.2. Valoracién de la concentraciéon y pureza del ARN

Al igual que en el caso del ADN (ver apartado 2.8.5), la concentracién y pureza de las

muestras de ARN fueron evaluadas con la ayuda de un espectrofotémetro NanoDrop ND-1000
(Thermo Scientific), teniendo en cuenta en esta ocasion que la absortividad especifica para el
ARN tiene un valor de 40 pg/ml, y que en el caso de la pureza, esta se considera optima

cuando el valor del cociente A260/280 se encuentra entre 1,9y 2,1 (Sambrook et al., 2001).

2.19.3. Valoracion de la integridad del ARN

Se midié la integridad del ARN en un equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies)

utilizando los chips incluidos en RNA 6000 Nano LabChip® kits (Agilent). Este sistema permite
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la separacién del ARN segun su peso molecular mediante una electroforesis que tiene lugar en
microcanales, detectando los fragmentos a través de fluorescencia inducida por laser (Mueller
et al., 2000). El resultado se expresa en forma de un electroforetograma, donde cada pico se
corresponde con un fragmento de ARN, siendo el drea de cada pico proporcional a la cantidad
de ARN de ese tamafo. El aparato es capaz de transformar este electroforetograma en una
imagen similar a la que se obtendria en un gel, pudiendo observarse bandas que se
corresponderian con cada pico del electroforetograma y, por tanto, con cada fragmento de

ARN presente en la muestra.

El bioanalizador expresa la integridad del ARN a través del nimero RIN (RNA Integrity
Number), calculado mediante la aplicacion informatica suministrada con el equipo a través de
un algoritmo, que no sdlo tiene en cuenta la relacidén entre las bandas ribosomales 23S y 16S,
en el caso de las bacterias, sino que también considera otros parametros, como la intensidad y
cantidad de otros picos presentes en la muestra (Schroeder et al., 2006). El RIN varia entre un
valor de 10 (muestras sin ninguna degradacién) y 1 (muestras totalmente degradadas).

Para medir la integridad de las muestras en el bioanalizador se siguieron las indicaciones del

fabricante, analizando entre 50-500 ng de ARN, previamente cuantificado mediante el

NanoDrop.
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Figura 2.3. Electroferograma de muestras de ARN de S. clavuligerus obtenido mediante el
equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Se observan dos picos correspondientes a

ARNr 16sy 23s y un pico correspondiente a agregados de ARNr.

108



Serplel  Sanple? Sarpled Senpled SampleS Sunple6 Sample? Sarpled Sanpled Samplel0 Samplell Sample 12

D
SRROBBRLBBANLAE8KRLNEBRTEBS

3 4 s 6 7 s ) 10 1 12

Figura 2.4. Gel de muestras de ARN de S. clavuligerus obtenido mediante el equipo
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Se observan dos bandas intensas correspondientes a

ARNr 16sy 23sy el resto de bandas mas tenues correspondientes a los agregados de ARNT.

2.20. Andlisis de la transcripcion mediante RT-PCR a tiempo

final

Con el fin de comprobar la existencia de determinados transcritos policistrénicos y
determinar la organizacidn transcripcional de la agrupacidn génica de la holomicina en S.
clavuligerus, se llevaron a cabo experimentos de RT-PCR (reverse transcription polymerase

chain reaction) a tiempo final.

Esta técnica consiste en la amplificacion mediante PCR de un fragmento
monocatenario de ADN, llamado ADN complementario (ADNc), que es generado previamente
mediante la accién de una enzima, la transcriptasa reversa, sobre una molécula de ARNm a la
gue emplea como molde. El sistema utilizado para al analisis fue el kit SuperscriptTM One-Step
RT-PCR with Platinum® Taq System (Invitrogen), siguiéndose en todo caso las instrucciones del

fabricante.

Esta técnica también permitid comparar la expresion de un gen en distintas cepas,
pudiendo establecer, en algunos casos, diferencias de expresién. También sirvié para analizar

la existencia de transcripcién acoplada entre dos genes contiguos.
Es necesario utilizar como cebadores de la retrotranscriptasa y de la ADN polimerasa

oligonucleétidos complementarios a la secuencia de ADN que se quiere analizar. Los

oligonucledtidos se diseiflaron para amplificar productos especificos entre 300 y 600 pb,
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intentando que el amplicdn se localizase cerca del extremo 5’ del transcrito, para minimizar el

efecto negativo sobre la amplificacién ocasionado por una posible degradacién de la muestra.

En el caso de la deteccidn de transcritos intergénicos, el tamaio del fragmento amplificado fue

en ocasiones menor, y el disefio de los cebadores se realizé de tal manera que el amplicon

incluyese la region situada entre los dos genes analizados.

Los experimentos de RT-PCR se llevaron a cabo mediante el sistema en un sélo paso

comercializado por Invitrogen, Superscript™ One-Step RT-PCR with Platinum” Tag, donde la

sintesis de ADNc y su amplificacion por PCR tienen lugar en un mismo tubo.

La temperatura de hibridacion, asi como el nimero de ciclos necesarios para detectar

transcritos o diferencias de expresidn, se determinaron experimentalmente para cada pareja

de cebadores. Las condiciones generales de las reacciones de RT-PCR fueron las siguientes:

Sintesis de ADNc y pre-desnaturalizacion. Consiste basicamente en la
transcripcién reversa del ARN molde. La sintesis de ADNc se consigue en unos 15-
30 minutos, a una temperatura de 50 °C. Inmediatamente después, la trancriptasa
reversa es inactivada y la ADN polimerasa es reactivada. El hibrido ARN/ADNCc se
desnaturaliza durante dos minutos de incubacion a 94 °C, como paso previo a la

reaccion de PCR.

Amplificacion por PCR. Se llevaron a cabo entre 30 y 40 ciclos tipicos de la
reaccién en cadena de la polimerasa para amplificar el ADNc obtenido en funcidn
del nivel de expresién. Hay que tener en cuenta que la temperatura de hibridacién
debe estar entre 5y 7 °C por debajo de la temperatura de fusién mas baja de los
dos oligonucledtidos, aunque como en cualquier PCR, esta temperatura ha de ser

optimizada de manera empirica.

Extension final. 10 minutos a 72 °C.

En todos los casos las reacciones se llevaron a cabo en 20 ul de volumen final,

empledandose como molde 200 ng de ARN total. Como tampdn de la reaccién se utilizé la

mezcla de reaccién aportada por el kit, en la que también se incluyen los desoxinucledtidos

trifosfato. En todos los casos, se necesitd suplementar la reaccion con DMSO a una
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concentracion final del 0,05% (v/v). La composicion de las reacciones fue la que se detalla a

continuacion:

Mezcla de Reaccidn 2x 10 ul
RNA molde (100 pg/ul) 2 ul
Oligonucleétido 1 (10 pg/ul) 0,4 pl
Oligonucleétido 2 (10 pg/ul) 0,4 pl
Mezcla SuperScript Il ™ /Platinum’ Taq 0,3 ul
DMSO 1 ul
Agua libre de RNasa 5,9 ul

Junto con cada RT-PCR, se realizaron controles negativos donde se sustituyd la mezcla
de retrotranscriptasa y polimerasa por 0,18 pl de Platinum” Tag. De esta manera se comprobd
que las muestras estaban libres de ADN que pudiera interferir con el resultado de la prueba,
dando falsos positivos o produciendo una amplificacion mayor de la que se tendria Unicamente

debida al ARN.

El tamafio de los productos amplificados se comprobd mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1%, las bandas de amplificaciéon generadas fueron secuenciadas con uno de los

dos cebadores empleados para cada una de ellas, con el fin de constatar su identidad.

2.21. Determinacién del inicio de transcripcion mediante la
técnica RACE

Cuando se hizo necesaria, la determinacion del punto de inicio de trascripcion de los
genes presentes en la agrupaciéon génica de la holomicina se llevé a cabo mediante la técnica
RACE (Rapid amplification of cDNA ends), empleandose el kit comercial 5° RACE system for
rapid amplification of cDNA ends (Invitrogen). En todo momento se siguieron las instrucciones

del fabricante.

El RACE consiste en la obtencién de un producto de PCR que incluya en su secuencia el
extremo 5 de un determinado transcrito. El procedimiento seguido con el sistema disefiado

por Invitrogen consta de varias fases:
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Obtencion de un ADNc que contenga el inicio de trascripcion del gen. En primer
lugar, una muestra de ARN total se hibrida con un cebador disefiado
especificamente frente a la region codificante del ARNm estudiado, pero
razonablemente cerca de su coddn de inicio de traduccion. La accién de una
transcriptasa reversa a 50 °C y durante 40 minutos, como en el caso de la RT-PCR,
dard lugar a un ADNc (aunque realmente es una poblacién de ellos, a causa de las
posibles hibridaciones inespecificas a las que pueda dar lugar nuestro cebador

sobre el ARN total).

Adicién de una cola de poli-C al extremo 3’del ADNc. Tras la eliminacién del ARN
total mediante la digestiéon con un céctel de ARNasas y purificacidon del los ADNc
mediante una columna disefiada a tal efecto, se afiade al extremo 3" de los mismos
una cola reiterativa de poli (dC) gracias a la actividad de una enzima denominada
transferasa terminal (15 minutos, 37 °C). Tras este proceso, estaremos en posesion
de un fragmento monocatenario de ADN complementario al ARNm original, con la
salvedad de que el primer nucledtido de éste (que se refleja en el extremo 3° del

ADNCc) lleva unidos varios desoxinucledtidos de citosina.

Realizacion de una PCR anidada sobre el ADNc. A continuacion, se procede a la
realizacion de una reaccion de PCR empleando ese ADNc prolongado en su
extremo 3’con una cola de poli (dC). Para ello, se emplean dos cebadores: uno de
ellos lo proporciona la casa comercial Invitrogen como parte del kit (abridged
universal amplification primer), que contiene en su extremo 3° una secuencia poli
(dG) que le permite hibridar con el cola poli (dC) del ADNc. El otro cebador
depende del ARNm estudiado y se disefia de modo que hibride con la regién
codificante del gen, pero dentro de la zona incluida en el ADNc original, y por lo
tanto un poco mas cerca del punto de inicio de trascripcion del gen. Con este paso
se amplifica el fragmento de interés a la vez que se descartan los ADNc
inespecificos que hubiesen podido surgir durante la primera fase del proceso. Los
productos de esta PCR pueden ser ya visionados tras su electroforesis en un gel de
agarosa pata valorar su tamafio. Evidentemente, en caso de que el gen tenga mas
de un posible inicio de la trascripcion, mas de una banda de amplificacién

aparecera en la PCR.
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¢ Segunda PCR anidada y secuenciacién. Una segunda ronda de PCR anidada puede
realizarse empleando como molde una dilucién de la PCR anterior. En este caso, se
emplea de nuevo el cebador universal proporcionado por el kit, por un lado, y por
el otro un tercer cebador especificamente disefiado frente al ARNm estudiado, y
gue en este caso se encuentra aun mas cerca del inicio de traduccién del gen, y por
lo tanto del inicio de su transcripcidn. Los productos de amplificacién asi obtenidos
se someten a electroforesis en un gel de agarosa, las bandas son cortadas y el ADN
gue contienen secuenciado. El desoxinucledtido que aparezca justo antes de la
cola de poli (dC) se identifica con el primer desoxinucledtido transcrito para dar

lugar al ARNm del gen.

En los casos en los que no es posible saber cual es el primer nucledtido (por la
presencia de uno o mas nucledtidos de citosina en el extremo 5° del transcrito, lo que impide
saber si la secuencia que observamos se corresponde al ARNm o a la adicién posterior de
nucledtidos por la transferasa terminal), se deberd proceder a un nuevo marcaje del ADNc
original con la transferasa terminal, pero empledndose en este caso desoxinucleétidos de
adenina. Dado que la cola asi generada en el extremo 3" del ADNc es de poli-A, se debera
emplear un cebador diferente en las reacciones de PCR anidada subsiguientes, también

proporcionado por Invitrogen (3" RACE adapter primer).
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3. RESULTADOS Y ANA”S'S | (Biosintesis de holomicina)

114



115



3.1. BuUsqueda y localizacion de la agrupacion génica para
la Dbiosintesis de holomicina en Streptomyces

clavuligerus

Estudios protedmicos comparativos entre la cepa silvestre S. clavuligerus ATCC 27064,
S. clavuligerus AccaR::tsr, cepa productora moderada de holomicina (Alexander y Jensen,
1998) y S. clavuligerus ccaR::aph, cepa superproductora de holomicina (de la Fuente et al.,
2002), permitieron detectar la sobre representaciéon de tres proteinas en el proteoma de las
ultimas. Su analisis mediante espectrometria de masas en tandem permitié identificarlas como
una glucosa-metanol-colina oxidorreductasa, una cisteina descarboxilasa y una globina (Irene

Santamarta, comunicacién personal).

El andlisis de las secuencias génicas que codifican estas proteinas establecid su
correspondencia con tres marcos de lectura de S. clavuligerus anotados en la base Broad
Institute como SSCG_03487, SSCG_03489 y SSCG_03490. Dichos marcos fueron denominados
en un principio como ORF87 (codifica para una glucosa-metanol-colina oxidorreductasa,
posteriormente denominado como himD), ORF89 (codifica una cisteina descarboxilasa,
posteriormente denominado como himF) y ORF90 (codifica una globina, posteriormente
denominado como hImG), adyacentes en el genoma (figura 3.1). Al analizar el entorno génico
se identificaron marcos de lectura u ORFs (tabla 3.1) adicionales y que, en su conjunto,
parecian formar una agrupacién para la produccion de un metabolito secundario, finalmente

denominado como agrupacion him (Li y Walsh, 2010; Robles-Reglero et al., 2013).
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Figura 3.1. Comparacion de los proteomas de S. clavuligerus ATCC 27064 y S. clavuligerus
AccaR::tsr. En los paneles de la izquierda se muestran zonas del proteoma de S. clavuligerus
ATCC 27064 y en los paneles de la derecha zonas del proteoma de S. clavuligerus AccaR::tsr,
cepa que produce cantidades moderadas de holomicina. Las proteinas diferencialmente
expresadas se encuentran marcadas por las flechas negras y corresponden a himD (SSCG_03487)
(paneles superiores), himF (SSCG_03489) (paneles centrales) y himG (SSCG_03490) (paneles
inferiores). Se encontraron resultados similares para S. clavuligerus oppA2::aph (no se

muestran). Modificado de Robles-Reglero et al. 2013.
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N©° base de datos Genes Funcion
SSCG 3483 himA acetiltransferasa
SSCG:3485 himB deshidrogenasa
SSCG_3486 himC tioesterasa
SSCG_3487 himD oxidorreductasa
SSCG_3488 himE péptido sintetasa no ribosomal
SSCG:3489 himF proteina biosintesis lantibidticos
SSCG_3490 himG globina
SSCG_3491 himH permeasa
S§SCG_3492 himl reductasa
SSCG_3493 himJ proteinareguladora
SSCG_3494 himK tioesterasa
SSCG_3495 himL péptido sintetasa
SSCG 3496 himm regulador transcripcional

Tabla 3.1. Analisis del entorno génico de la hipotética agrupacion de biosintesis de holomicina.
A la izquierda de la tabla se encuentra la anotacidn correspondiente a la base de datos Broad
Institute, en el centro se encuentran los nombres dados en este trabajo a los distintos marcos de
lectura y a la derecha las funciones de las proteinas para las que codifican dichos marcos de

lectura. Modificado de Robles-Reglero et al. 2013.

Analizando la estructura de la molécula de holomicina se llevé a cabo una prediccién

de las actividades enzimaticas posiblemente requeridas en su biosintesis:

e Péptido sintetasa no ribosomal (NRPS) que seleccionaria la cisteina activandola
como amino acil adenilato y, en su dominio de condensacién, catalizaria la
formacién de la unidn peptidica. Esta proteina podria estar codificada por

him€E.

e Tioesterasa que romperia el acido tiocarboxilico (-COSH) dejando una amida;

podria estar codificada por himC.

e Descarboxilasa que haria perder el grupo carboxilo de la cisteina, que podria

estar codificada por himF.

e Oxidasa (o ciclasa) que formaria un enlace disulfuro llegando asi a la formacién

de la holotina, codificada por himl.

e Acetiltransferasa que transferiria un grupo acetilo a la molécula de holotina

para convertirla en holomicina; podria estar codificada por himA.
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Para comprobar la posible implicacidn de estos marcos de lectura en la ruta de
biosintesis de holomicina en S. clavuligerus, se disefié la realizacion de una serie de
experimentos:

e Construcciéon de una libreria génica o genoteca.

¢ Delecién de marcos de lectura.

¢ Andlisis de la expresidn de todo el clister en distintas cepas productoras y no

productoras de holomicina.

e Expresidn heterdloga de toda la agrupacién génica de biosintesis en una cepa

hospedadora no productora de holomicina.

Analisis de las regiones promotoras de dicha agrupacion de biosintesis.

Sin embargo, durante el desarrollo de este proyecto de investigacién, Li y Walsh
describen este mismo grupo de genes para la biosintesis de holomicina en el genoma de S.

clavuligerus (Li y Walsh, 2010) y proponen una ruta biosintética para la holomicina (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Ruta de biosintesis de Holomicina propuesta por Li y Walsh (2010). Modificado de Li
y Walsh 2010.

3.2. Aislamiento de la agrupaciéon génica responsable de la

biosintesis de holomicina en S. clavuligerus

Para el aislamiento de fragmentos de ADN de interés, y en muchos casos, como primer
paso para la secuenciacion completa de un genoma, se utilizan librerias génicas también

llamadas genotecas. En S. coelicolor se ha optimizado un procedimiento para la delecién de

119



genes basado en el uso de césmidos, ReDirect® aplicado con éxito en otras especies del genero
Streptomyces (Gust et al., 2002). Estas consideraciones nos llevaron a la construccion de una

libreria génica en césmidos de S. clavuligerus.

3.2.1. Construccioén de una genoteca de ADN genémico

Con el fin de identificar los genes implicados en la biosintesis de holomicina se llevé a
cabo la construccion de una genoteca a partir del ADN de S. clavuligerus ATCC 27064. Su
construccion se realizé en césmidos ya que funcionan como vehiculos de clonacién con
capacidad para aceptar grandes fragmentos de ADN y contienen los extremos cohesivos (cos)
del bacteriéfago A. Dicha regidn cos es esencial para el empaquetamiento del ADN del fago A
en la capsida. Asi, siempre que las regiones cos disten de 37 a 50 kb (limites de la capacidad de
empaquetamiento del fago A), el ADN externo puede ser incorporado y propagado como
particulas de ADN fagico (Hohn, 1975). La formacién de moléculas de cdsmidos recombinantes
se realiza ligando fragmentos de ADN gendmico (30-42 kb) con el vector, en condiciones que
favorezcan la formacidon de concatémeros vector-ADN gendmico-vector. Después de la
infeccién de E. coli, el ADN recombinante se recirculariza y replica como un plasmido de gran
tamafio. Dado el tamafio del ADN clonado, los cdsmidos son vectores ideales para el estudio
de regiones gendmicas extensas. No obstante, presentan algunos inconvenientes ya que
ciertas secuencias son inestables y aparecen deleciones resultantes de procesos de
recombinacidn independientes de recA. La principal exigencia para la construccién de una
genoteca representativa es la obtencién de ADN total de alto peso molecular en gran

concentracion y elevado grado de pureza.

3.2.2. Aislamiento y purificacion del ADN genémico

La genoteca de la cepa de S. clavuligerus ATCC 27064 se construyd, segun se describe

en materiales y métodos (ver apartado 2.17), utilizando el césmido SuperCos 1.
El vector de clonacidn SuperCos 1 fue digerido con las enzimas Xbal y BamHI. La

digestion con estas dos enzimas genera dos fragmentos del cdsmido (1,1 y 6,5 kb) con una

region cos en cada uno.
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La extraccién de ADN gendmico minimamente fragmentado es fundamental en este
proceso. Se aplico para ello el método de Salting out (Pospiech y Neumann, 1995; Kieser et al.,
2000) (descrito en el apartado 2.8.4) a partir de micelio recogido tras el cultivo de la cepa S.
clavuligerus ATCC 27064 en medio complejo TSB durante 30h a 220 rpm y 28 °C. La integridad
del ADN obtenido se comprobd por electroforesis en gel de agarosa, mediante comparacion
con el patrén de migracion de ADN del fago A digerido con la enzima de restriccidn Kpnl. Asi se
pudo verificar la buena calidad de dicha preparacidn, observando fragmentos de gran tamaio

sin rastros de degradacion o rotura.

A continuacion, se purificd el ADN eliminando trazas de ARN contaminante mediante
tratamiento con ARNsa y posterior precipitacién y comprobacién de la integridad mediante

electroforesis en gel de agarosa.

La cuantificacién y determinacidn de la pureza final se llevé a cabo mediante el andlisis
de una pequefia alicuota (2 pul de la preparacidn) con el sistema NanoDrop ND-1000 (NanoDrop

Technologies) obteniéndose los siguientes valores:

» Concentracion de ADN genémico: 1,452 "¢/,
*  Pureza (relacién de absorbancia Agonm/Azgonm): 1.9 - 2.01

Dichos valores clasifican la preparacion de ADN gendmico o ADN total (ADNt) como de

concentracion y calidad éptimas para continuar con la elaboracidn de la genoteca.

3.2.3. Digestion enzimdtica y separacion de fragmentos por gradiente

de sacarosa

Tras la obtencién del ADN gendmico de calidad adecuada, se llevo a cabo una digestion
parcial del mismo con la enzima Sau3Al, para obtener fragmentos de ADN de un tamaiio
adecuado para la construccion de la genoteca (30-42 kb). En primer lugar, se realizaron
ensayos de digestién a pequeia escala (aproximadamente 10 ug de ADN total (ADNt)), con el
objetivo de determinar las condiciones de digestion adecuadas optimizando el tiempo de

digestion y la concentracidn de enzima.
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Las pruebas para la optimizacion del tiempo de digestion se realizaron a 37 °C con una
concentracién de enzima de 0,01 U/ug de ADNt. Estos ensayos se llevaron a cabo en repetidas
ocasiones variando el rango de tiempo (0-60 min) y los intervalos de digestion (cada 5 6 10
min) sin obtenerse resultados reproducibles y ademdas, en muchos de los casos, no se
consiguid una digestidon gradual en funcidn del tiempo de digestidon. Debido a estos problemas
de reproducibilidad, finalmente se optd por la digestién con diferentes concentraciones de

enzima.

Las concentraciones de enzima Sau3Al que se ensayaron oscilaron entre 1x107 v1
U/ug de ADNt, para un tiempo de digestion de 30 minutos a 37 °C. La concentracion dptima de

Sau3Al para la digestién parcial resultd ser entre 1,25x10° y 2,5x10° U/ug de ADNt.

El cambio de escala provoca que la digestidon parcial con mayor cantidad de ADNt
(aproximadamente 100 pg) no se produzca exactamente en las mismas condiciones que a
pequefia escala, por lo que es probable que la concentracidon de enzima mas adecuada no sea
exactamente la misma. Por esto, se realizd la digestion parcial a gran escala con las
concentraciones éptimas: 1,25x10° y 2,5x10° U/ug de ADNt y una concentracién intermedia:

1,7x10° U/pg de ADN.

Tras la digestion a gran escala, se realizd una segunda seleccion de fragmentos
mediante ultracentrifugacidn en gradiente de sacarosa (10% - 40%) (Figura 3.3), segun se
especifica en materiales y métodos (apartado 2.17.2). Aunque este paso no es esencial, su
realizacion incrementa considerablemente la eficiencia del empaquetamiento al eliminar una
gran parte de los fragmentos generados por digestiéon parcial que no presentan el tamafio
adecuado (30-42 kb). Los fragmentos que no estdn comprendidos en este rango no pueden ser
empaquetados aunque si pueden ser ligados al vector, por lo que reducen el nimero de

moléculas de vector disponibles para la ligacidon con fragmentos de ADN de tamario éptimo.
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Figura 3.3. Ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa. Electroforesis en gel de agarosa al
0,4% de las diferentes fracciones de la digestién parcial con Sau3Al del ADN total de S.
clavuligerus obtenidas mediante ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa. M:
Marcador de peso molecular A Kpnl; 1-23 y 1-25: Fracciones de la digestion parcial en las dos
concentraciones usadas. Los cuadros rojos marcan el tamafio entre el cual tienen que estar
comprendidos los fragmentos de ADN gendmico. Las fracciones que se utilizaron para el

empaguetamiento aparecen indicadas en rojo.

Finalizada la separacion de todos los fragmentos obtenidos en la digestion, se

recogieron los de tamario deseado (oscilando entre 25 y 40 kb) y se precipitaron.

La cuantificacién y determinacion de la pureza de dicha solucién de fragmentos se

realizd empleando el sistema NanoDrop y los resultados fueron los siguientes:
* Concentracidn de la solucidn de fragmentos: 0.514 "¢/,

d Pureza (A260nm/A280nm): 1.92-1.96

Dichos valores indican una solucién de fragmentos ADN gendmico de tamaiio,
concentracion y pureza adecuados que permiten continuar con el proceso de elaboracion de la

genoteca.

3.2.4. ligacion de fragmentos, empaquetamiento y titulacion de la

genoteca

El siguiente paso consistid en la ligacién del ADNt/Sau3Al con el cosmido digerido
BamHI/Xbal (figura 3.4). Tras la ligacion, se obtiene una construccién lineal en la que los

fragmentos de ADNt se encuentran flanqueados por cada uno de los brazos del cdsmido
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SuperCos 1, quedando las regiones cos en las zonas terminales de la construccion a una

distancia comprendida entre 38-50 kb.

Posteriormente, el producto de ligacién fue empaquetado in vitro en fagos, mediante
la adicién de extractos crudos de células bacterianas que contienen todas las proteinas
necesarias para ensamblar un fago completo (Gigapack Ill XL Packaging extract, Stratagene). El
fago empaqueta el ADN digiriendo por los sitios cos, perdiéndose 1 kb del vector en este
proceso. Estas particulas fagicas, que contienen los diferentes fragmentos del ADNt de S.
clavuligerus clonados en el vector SuperCos 1, son las encargadas de transferir dichas
construcciones a las células de E. coli XL1 Blue hospedadoras, mediante infeccidén de las
mismas. Tras la infeccidn, la construccidn se recirculariza formando un plasmido de gran

tamafo.

Figura 3.4:.Vector SuperCos 1. El vector SuperCos 1 se digiere con Xbal y BamHI obteniéndose

dos brazos con un sitio cos en cada uno.

El producto de empaquetamiento se tituld en la construccidon de la genoteca con el
objetivo de comprobar que dicho producto era lo suficientemente rico en fagos como para
obtener una genoteca representativa del genoma total de S. clavuligerus. Esta titulacion se
realizd mediante una infeccién a pequefia escala (25 ul de diluciones 1:25 y 1:50 del producto
de empaquetamiento) y recuento de diluciones seriadas de las colonias infectadas. El valor de
la titulacién obtenido fue de 108 clones/pl de reacciéon de empaquetamiento, en un volumen
final de 500 ul, lo que da un total de 5,4x10* clones utilizando toda la mezcla de

empaquetamiento.
Obtenido este valor, se calculé el numero de clones necesarios para conseguir una
genoteca representativa del genoma de S. clavuligerus, empleando la férmula de Clarke y

Carbon (Clarke y Carbon, 1976):
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In (1-P)

N=
In (1-F)

Donde N es el nimero de clones necesarios para que la genoteca sea representativa, P
es la probabilidad de que estén representadas todas las secuencias del genoma (para
encontrar una secuencia al 99,9% de fiabilidad) y F es el cociente entre el tamafio medio de los
insertos de ADN clonados (en este caso de 37,5 kb (Redenbach et al., 1996) y el tamafio total

del genoma (en este caso de 8,5 Mb).

De esta forma, para tener totalmente representado el genoma de S. clavuligerus,
deberiamos conseguir una genoteca que generara al menos 1.583 clones; habiendo obtenido
unos valores de titulacién de 5,4x10* UFC totales, dicho nimero de clones queda ampliamente
superado, por lo que la titulacién es completamente satisfactoria y asegura la presencia de
cada uno de los marcos de lectura presentes en dicho genoma. Por lo tanto, la mezcla de
empaquetamiento nos permite conseguir una genoteca representativa para el genoma de

Streptomyces clavuligerus.

El ultimo paso del proceso fue la amplificacién de la genoteca, obteniéndose un titulo

final de 4,54x10° UFC/ml para la genoteca de S. clavuligerus.

3.2.5. Organizacion de la libreria génica

Los métodos cladsicos de rastreo de genotecas son, en su mayoria, muy laboriosos. El
desarrollo de sistemas que faciliten el rastreo rdpido y eficaz de la totalidad de una libreria
génica supone una importante ganancia de tiempo en el manejo de genomas completos. Por lo
cual, una vez obtenida la genoteca de S. clavuligerus ATCC 27064 se procedio a la organizacion
de la misma en placas de microtitulacién de 96 pocillos mediante el procedimiento de

Martinez-Castro et al. (Martinez-Castro et al., 2009):

e Se cultivaron 1700 clones individualmente en 1 ml de medio TB suplementado con
ampicilina (100 pg/ml) en microtubos de 1,5 ml a 37 °C en agitacién durante 20-24

horas.

e Posteriormente, se afiadieron 350 ul de glicerol al 80% a cada cultivo (concentracién

final 20%) y fue etiquetado con la posicién en una de la placas de microtitulacién (12
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columnas numeradas: 1-12 y 8 filas designadas: A-H). De cada cultivo se colocaron 350
ul en la posicion correspondiente de la placa, dejando las cuatro esquinas libres para
los correspondientes controles. De esta forma, para tener representado
completamente el genoma de S. clavuligerus ATCC 27064 se colocaron 1656 clones

individualmente en 18 placas de microtitulacion.

¢ Los clones pertenecientes a grupos de 6 placas, se mezclaron en una Unica placa,
Master Parcial (MP), colocando en cada posicidn de esta placa 50 pl de los cultivos que
ocupan la misma posicidn en las placas individuales. Finalmente, en cada posicion se

obtiene una mezcla de 6 clones en un volumen final de 300 pl.

e Por ultimo, las placas Master Parcial se agruparon en una Unica placa Master Total
(MT), con el objeto de tener la totalidad de los clones de la genoteca en una sola placa
pero colocados en posiciones concretas de la misma (figura 3.5). La placa Master Total
se obtuvo mezclando 100 pl de cada pocillo de las placas Master Parcial, resultando
una mezcla de 18 clones por posicidn. Se realizaron réplicas, tanto de las placas Master

Parcial como de la placa Master Total, a modo de reserva.
e En las cuatro esquinas de las placas Master se colocaron diferentes controles:

Al > ADNt de S.clavuligerus ATCC 27064 (50 ng/pl)
A12 - ADN del cdsmido SuperCos 1 (5 ng/ul)
H1 -> Cultivo en medio LB de E. coli XL1-Blue

H12 - Cultivo en medio LB de E. coli DH5a transformada con SuperCos 1

El resultado final de la organizacion comprende 1656 clones colocados de manera
individual en 18 placas de microtitulacidon y en los correspondientes microtubos de 1,5 ml
donde se realizd el cultivo (reserva de cada clon), 3 placas Master Parcial con una mezcla de 6
clones por posicidon y 1 placa Master Total con una mezcla de 18 clones por posicién. Todo este

material se conserva a -80 °C.
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Figura 3.5. Esquema de organizacion piramidal de una libreria génica en placas de
microtitulacién. Los 1656 clones necesarios se crecieron de manera individual y se colocaron en
diferentes posiciones de las 18 placas de microtitulacién. Los clones pertenecientes a grupos de
6 placas se mezclaron de manera ordenada (manteniendo cada clon la misma posicidn que tiene
en las placas individuales) en una sola placa, Master Parcial (MP). Las tres placas Master Parcial

se mezclaron en una sola placa, Master Total (MT). Modificado de Martinez-Castro et al. 2009.

3.2.6. Rastreo de la libreria génica para la localizacion de la

agrupacion him

La organizacion de la genoteca en la disposiciéon piramidal anteriormente descrita,
facilita el rastreo de la misma que consta de dos partes. En primer lugar, se lleva a cabo la
busqueda por hibridacién de colonias in situ en la placa Master Total, la cual contiene una
mezcla de 18 clones en cada posicién. Con el objeto de agilizar este rastreo y procesos de
muerte celular por congelacién - descongelacién de las placas Master, se prepararon varias
membranas de la placa Master Total listas para hibridar (ver apartado 2.14.2). Estas
membranas contienen inmovilizado el ADN correspondiente a cada posicion de la placa Master
Total y se pueden conservar a 4 °C durante largos periodos de tiempo (afios). Esta técnica es
mas laboriosa y requiere de mas tiempo que el rastreo mediante PCR pero presenta una mayor
sensibilidad y reproducibilidad, permitiendo localizar los genes de interés cuando no es

recomendable la deteccion mediante PCR.

Para la localizacidn de la agrupacién génica de biosintesis de holomicina (agrupacion
him) se llevé a cabo la busqueda del gen himA que codifica una acetiltransferasa. La
disponibilidad de la secuencia completa del genoma de S. clavuligerus permitié disefiar una

pareja de cebadores especificos para crear la sonda de rastreo de la genoteca, amplificando
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mediante PCR un fragmento algo mayor al gen que codifica para la acetiltransferasa, con 80 pb
corriente arriba y otras 63 pb corriente abajo del gen que media un total de 998 pb, utilizando
para ello dos oligonucledtidos llamados sense PRM y antisense PRM disefiados mediante el
programa Vector NTI Advance™ (Invitrogene™). Dicho fragmento se cloné en el vector pGEM©-
T easy (Promega) y se secuencid utilizando los cebadores universales SP6 y T7 y los propios
cebadores utilizados para su amplificacion. Con esto nos aseguramos de que la secuencia

amplificada era la correcta para poder usar la sonda en el rastreo de la genoteca.

Previamente al protocolo de rastreo de la genoteca, se comprobd la especificidad de
los cebadores sense PRM y antisense PRM con los que se obtuvo una sola banda del tamafo
esperado (998 pb) para S. clavuligerus ATCC 27064, ausente en el control negativo empleando

ADNt de E. coli como molde. (figura 3.7.A).

El rastreo de la placa Master Total (MT) se realizd6 mediante hibridacion de colonias in
situ (ver apartado 2.14.2). La sonda de hibridacién himA (fragmento de 998 pb que contiene el
gen himA de S. clavuligerus) utilizada en el rastreo mediante hibridacion de colonias in situ se
obtuvo por amplificacion directa de ADNt de S. clavuligerus y posterior purificacion y marcaje
con digoxigenina. El rastreo de la placa Master Total mediante hibridacidén con la sonda himA
permitié detectar cinco sefiales que correspondian con las posiciones en la membrana: C2, D7,

D9, G9 y H11 (figura 3.6).

S &8

e

Figura 3.6. Rastreo de la placa Master Total mediante hibridacion de colonias in situ. A la izquierda se muestra un

esquema de la técnica. A la derecha se muestra la membrana, ya hibridada y revelada, donde las posiciones
positivas aparecen resaltadas con un circulo y marcadas con la localizacién correspondiente a la placa de

microtitulacién.
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Una vez detectadas las posiciones positivas de la placa Master Total (MT), con 18
clones cada una, el segundo paso del rastreo consiste en la deteccion del césmido positivo. Los
clones se mantienen almacenados de manera individual en microtubos de 1,5 ml a -80 °C. Los
18 clones correspondientes a cada posicidn positiva detectada se refrescan mediante siembra
en placas de medio LA suplementado con ampicilina (100 pg/ml). Los clones positivos se
detectaron en una segunda fase mediante PCR de colonias (extraccién del ADN mediante
hervido de las colonias; ver apartado 2.10) utilizando la sonda himA. Finalmente se localizaron
tres césmidos en las posiciones D7-8, D9-17 y H11-11 que acomodan al menos esa region del
genoma de S. clavuligerus ATCC 27064 (figura 3.7.B). En este caso, las dos sefiales adicionales
obtenidas mediante hibridacion in situ de la membrana (posiciones C2 y G9) resultaron ser

falsos positivos.

A) B)
M Eco Sclav M D7-9 D9-17 H11-11 M

998 pb

Figura 3.7. Resultados del rastreo del gen himA en la libreria génica de S. clavuligerus ATCC
27064. A) Comprobacién de la especificidad de los cebadores sense PRM y antisense PRM con
los que se obtuvo una sola banda del tamafio esperado (998 pb) para S. clavuligerus (Sclav)
mientras que utilizando ADNt de E. coli (Eco) como molde el resultado era negativo. B)
Comprobacion mediante PCR de los tres clones que dieron positivo. En la parte superior se
indican las muestras correspondientes a cada carril. Las bandas amplificadas presentan el

tamafio esperado de 998 pb. M: marcador de peso molecular A pstl.

3.2.7. Andlisis de los cosmidos positivos para el agrupamiento génico
him

La comprobacidn de los césmidos que resultaron ser positivos para la region him se
llevd a cabo mediante la secuenciacion de los extremos universales, T3 y T7, que posee el

cosmido utilizado para la realizacién de la genoteca (SuperCosl).
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En este punto del trabajo, ya se disponia de la secuencia completa del genoma de S.
clavuligerus y se habia optimizado en nuestro laboratorio la secuenciacién a partir de ADN
cosmidico. Por lo tanto, se llevd a cabo la secuenciacidn de los extremos de los fragmentos de
ADN incorporados en los cdsmidos positivos para himA con el fin de determinar exactamente
el fragmento acomodado en cada cdsmido y la posicion de la agrupacién génica en dicho
fragmento. La secuenciacion se realizé con los cebadores T3 y T7 (figura 3.8) que hibridan en
los extremos del césmido permitiendo secuenciar los extremos del fragmento incorporado.
Como molde se utilizé6 ADN cosmidico aislado mediante lisis alcalina y purificado con el kit

comercial QIAEX® Il Gel Extraction Kit.

>
S —) ) — ) — D78
>
= - ) —— - —— D9-17
<
>
x g e) —gp . H11-11
<

Figura 3.8. Fragmentos del genoma de S. clavuligerus incorporados en los cdsmidos positivos para himA. Los
genes de la agrupacién génica de holomicina se indican en amarillo; el resto de genes pertenecientes al genoma de
S. clavuligerus y cercanos a la agrupacion him se representan en morado y los genes alejados de la agrupacién, en
color azul claro. Las flechas indican las zonas de secuenciacion (T3 a la izquierda de la imagen y T7 a la derecha). En
la parte superior se muestra el césmido D7-8 que posee un inserto de 35,2 Kb, en el medio se muestra el césmido
H11-11 con un inserto de 28,9 Kb y en la parte inferior el cdsmido D9-17 en el que no fue posible la secuenciaciéon
por el extremo T3 y por el extremo T7 se localizan genes muy alejados de la agrupacién him y con un inserto de

unas 30-35 Kb aproximadamente.

La localizacidn de las secuencias de los extremos se realizd6 mediante alineamiento
frente al genoma de S. clavuligerus (figura 3.8). Se localizé el cdsmido D7-8 con la agrupacién
génica him completa en el fragmento incorporado. El césmido H11-11 contiene los genes de la
agrupacion cercanos al extremo T3, tanto que la secuenciacién por dicho extremo comienza en
el gen himL y la agrupaciéon génica no se encuentra completa (falta parte del gen himL y el gen
completo himM). En el caso del césmido D9-17, la secuenciacién del extremo T3 no produjo
ningun resultado, debido a que en el proceso de ligacién de los fragmentos ese extremo haya
podido sufrir una alteracion dejando de ser funcional, y la secuenciacion del extremo T7
conduce a una zona del genoma de S. clavuligerus muy alejada de la agrupacién him. El analisis
de D9-17 indica por tanto posibles reorganizaciones génicas en el proceso de construccion de

la genoteca.
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Debido a la localizacién centrada de los genes de interés en el fragmento de ADNt
incorporado, el cdsmido D7-8 fue el seleccionado para llevar a cabo tanto las deleciones de los

genes de interés mediante ReDirect® como la expresién heteréloga de la agrupacion him.

3.3. Andilisis transcripcional de la agrupacion him

Con el fin de determinar la organizacion transcripcional de la agrupacién génica de
holomicina en S. clavuligerus ATCC 27064, se llevaron a cabo experimentos de RT-PCR a
tiempo final (ver apartado 2.20). Esta técnica consiste en la amplificacion mediante PCR de un
fragmento monocatenario de ADN, llamado ADN complementario (ADNc), generado a partir
del ARNm. Permite comparar la expresion de un gen entre distintas cepas, pudiéndose
establecer diferencias de expresidn, y analizar la existencia de transcripcidn acoplada entre dos

genes contiguos.

Para la determinacién del punto de inicio de transcripcion de los genes presentes en la
agrupacion génica de la holomicina se llevé a cabo la técnica RACE (ver apartado 2.21). Esta
técnica consiste en la obtencidn de un producto de PCR que incluya en su secuencia el extremo

5" de un determinado transcrito y la determinacion de la zona promotora completa del mismo.

3.3.1. Andlisis de la expresion génica mediante RT-PCR a tiempo final
Se extrajeron muestras de ARN a partir de micelios de las cepas S. clavuligerus ATCC

27064 y S. clavuligerus oppA2::aph cultivadas paralelamente durante 48 horas (fase

estacionaria de crecimiento) (figura 3.9).
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Figura 3.9. Grafica que representa el crecimiento de la cepa silvestre S. clavuligerus ATCC

27064 y la cepa mutante S. clavuligerus oppA2::aph. Las flechas indican el punto elegido

para la obtencion del ARN que corresponde a las 48 horas de cultivo.

900 -
800 -
700 ~
600 -
500 -
400 -
300 -
200 A

Holomicina (ug/mg ADN)

100

Tiempo (h)
Figura 3.10. Produccion especifica de holomicina de la cepa mutante S. clavuligerus

oppA2::aph a lo largo del tiempo.

Segun se observa en la figura 3.10, la produccidn especifica de holomicina aumenta a
lo largo del tiempo. Dado que la holomicina es estable a temperatura ambiente (Li y Walsh,
2010), este aumento progresivo puede deberse a un efecto acumulativo de la molécula de
holomicina en el cultivo. Por ello, no tomamos como referencia para la extraccion de ARN el
punto maximo de produccidn de holomicina, sino el punto mds cercano a la entrada de la fase
estacionaria (fase habitual de produccién de metabolitos secundarios) de ambas cepas. Como
la cepa mutante S. clavuligerus oppA2::aph entra en fase estacionaria alrededor de las 30
horas y la cepa silvestre sobre las 50 horas (figura 3.9), se eligieron las 48 horas como punto de

extraccidon del ARN para la realizacion de los analisis de RT-PCR. En este punto de crecimiento:
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e sigue habiendo ARN disponible en las células, ya que la produccidon de holomicina

continda aumentando en la cepa mutante oppA2::aph hasta las 90 horas.

¢ el ARN extraido de ambas cepas presenta una integridad elevada.

Las muestras de ARN (200 ng de ARN) fueron normalizadas usando el gen de expresion
constitutiva hrdB, codificante de un factor sigma en Streptomyces y usado como control

interno en los experimentos de RT-PCR.

El empleo de la técnica de RT-PCR para el andlisis transcripcional requirié parejas de
oligonucledtidos que amplificaran las regiones del gen de interés o que amplificaran las
regiones intergénicas en el caso de que se analizaran estas (Anexo |). Nuestro objetivo era
visualizar la diferencia de expresion de los genes entre la cepa silvestre S. clavuligerus ATCC
27064 vy la cepa superproductora de holomicina S. clavuligerus oppA2::aph, usando como

molde ARN de cultivos crecidos en las mismas condiciones.

El analisis de transcripcidon acoplada mediante RT-PCR a tiempo final consiste en la
deteccion de transcritos de la regién intergénica entre dos genes adyacentes con la misma
orientacién, y que sélo estaran presentes cuando la pareja de genes analizada se exprese en
un mismo ARNm. Esta técnica no establece exactamente la organizaciéon transcripcional, sino
gue determina si dos genes adyacentes se co-transcriben, o bien se expresan en transcritos
diferentes. No obstante, su aplicacion estd extendida en el analisis transcripcional (Carl et al.,
2004; Benders et al., 2005; Alduina et al., 2007; Yoon y Cho, 2007; Redondo-Nieto et al., 2008;
Darbon et al., 2012) ya que permite una aproximacion al patrén de transcripcién real de un

conjunto de genes, de forma rapida y sin altos requerimiento de ARN.

Con el fin de determinar la ausencia de ADN contaminante en las muestras que
pudiera interferir con los resultados generando falsos positivos como resultado de una
amplificacion a partir de ADN, todos los experimentos realizados incluyeron controles
negativos consistentes en la preparacion de una mezcla idéntica a cada una de los
experimentos de RT-PCR, con la salvedad de que a esta no se le afiadia la enzima transcriptasa
reversa. Dado que la ADN polimerasa no puede emplear ARN como molde, estas reacciones no
pueden en ningln caso dar lugar a bandas de amplificacidn si las muestras no se encuentran
contaminadas con ADN. En los controles positivos para comprobar la eficiencia de los

oligonucledtidos empleados como cebadores, se afiadié ADN genémico como molde. Ambos
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controles se realizaron con todas las parejas de oligonucleétidos, ya que cada oligonucleétido

tiene una eficiencia de amplificacion diferente.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 3.11. El patrdn de expresién indica
que los dos genes reguladores putativos himJ y himM se expresaron de manera similar en
ambas cepas. Una expresiéon menor se observd en la cepa silvestre para el gen himD
(oxidorreductasa), y para himH (transportador del tipo MFS). La expresién de los genes himA,
himB, hImC, himE, himF, himG y himl fue detectada en la cepa superproductora de holomicina
de S. clavuligerus oppA2::aph pero no en la cepa de tipo silvestre. La expresién de himK, que
codifica una tioesterasa independiente, fue mayor en la cepa de tipo silvestre que en la cepa
superproductora de holomicina; este gen se encuentra por debajo de himL, que codifica una
péptido sintetasa, y ambos genes se solapan 3 nt, lo que nos sugiere la presencia de un
promotor para himK interno a hImL que se analizard en un apartado posterior (ver apartado

3.3.2).

him A B C D g F G
1 2 1 2 1 21 2 1 2 1 1 2

rlLEC EEOE

H / J K L M

12 12 3212 1.3 1_2
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Figura 3.11. Andlisis de la expresion génica de la agrupacién him. En la imagen se muestran los
genes de la agrupacion him separados en dos partes mediante la imagen //. En los recuadros se
muestran los analisis de RT-PCR de cultivos de 48 h crecidos en medio definido SA, tanto de la
cepa S. clavuligerus ATCC 27064 (1) como de la cepa S. clavuligerus oppA2::aph (2). Modificado
de Robles-Reglero et al. 2013.

De esta manera, podemos hacer una aproximacion relativa y concluir que en los casos
donde se observa la misma intensidad de banda en la cepa mutante y en la cepa silvestre, los
niveles de expresion son similares; si la intensidad de la banda amplificada es menor en la cepa

silvestre, entonces la expresidon es menor que en la cepa mutante. Esta aproximacién requiere
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cautela, porque la RT-PCR aplicada es una PCR a tiempo final no cuantitativa, donde la
intensidad de la banda del producto amplificado no depende sélo de la cantidad de molde
inicial, sino de factores adicionales como la eficiencia de los oligonucleétidos y de la reaccion
de amplificacidn. Puesto que el objetivo de este protocolo era la determinacion de la expresion
de los genes implicados en la biosintesis de holomicina, dicha limitacidn de la técnica no afecta

al resultado, siendo perfectamente vélida y resolutiva.

Para completar el analisis de la transcripcién de la agrupacidon him, se analizaron las
regiones intergénicas sobre el ARN de la cepa suUper productora S. clavuligerus oppA2::aph, en
las mismas condiciones descritas anteriormente. El resultado, tal como se muestra en la figura
3.12, concluye la existencia de seis transcritos, cuatro de ellos policistrénicos, como resultado

preliminar que serd posteriormente analizado de forma mas exhaustiva (apartado 3.3.2).

himA B c D E F G

Cmmmmmmm e ————— =)

H ! J K L M

€-=—=—===== P €=======  —m———o>

Figura 3.12. Analisis de la expresion de las regiones intergénicas de la agrupacion him. En la
imagen se muestran los genes de la agrupacion him separados en dos partes mediante la imagen

//. Las flechas discontinuas indican los posibles transcritos de la agrupacion.

En nuestro grupo de investigacion se estd realizando el analisis de los perfiles de
transcripcién mediante micromatrices en diversas cepas de S. clavuligerus (Alvarez-Alvarez R.,
comunicacion personal), incluida la cepa silvestre, la cepa sUper productora oppA2::aph y las
cepas de produccién moderada de holomicina AccaR::tsr y AclaR::aph. En estos experimentos
en curso no estan representados todos los genes que forman parte de la agrupacion génica
him ya que dichas micromatrices no se realizaron con el genoma completamente secuenciado
de S. clavuligerus, existiendo Unicamente datos referentes a los genes himA, B, C,D, F, G, | y M.
A pesar de ello, los resultados de estos analisis con micromatrices se correlacionan
perfectamente con los datos obtenidos mediante los analisis de RT-PCR realizados en este
estudio. Como se observa en la Tabla 3.2 la mayor parte de estos genes him se sobre expresan

en las tres cepas productoras de holomicina en relacion con la cepa silvestre, tanto en la fase
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de crecimiento exponencial como en la fase estacionaria. Los genes him se expresaron entre 7
y 172 veces mas en la cepa mutante oppA2::aph que en la cepa silvestre, entre 1 y 51 veces
mas en el mutante AclaR::aph que en la cepa silvestre, y entre 2 y 69 veces mas en la cepa
AccaR::tsr que en la cepa silvestre, dependiendo del gen analizado en cada caso. Por otro lado,
la expresion de estos genes es menor en las cepas de produccion moderada de holomicina
AccaR::tsr y AclaR::aph que en la cepa super productora oppA2::aph, lo que se correlaciona

con el nivel de produccién de holomicina observado en las tres cepas (de la Fuente et al.,

2002).
S. clavuligerus oppA2::aph S. clavuligerus AclaR::aph S. clavuligerus AccaR::tsr
Genes Fase exponencial Fase estacionaria Fase exponen cial Fase estacionaria Fase exponencial Fase estacion  aria
Mc A Fdr Mc A Fdr Mc A Fdr Mc A Fdr Mc A Fdr Mc A Fdr
himA | 6.90 119 1.81E3¢ 743 172 181E%|569 51 117E? 234 5 8.86E [595 62 1.14E28 441 21 181EY
himB | 6.84 114 1.29E3¢ 7.35 163 1.29E36|563 49 9.55E25 217 4 3.98E77 [6.03 65 1.19E2° 460 24 5132
himC | 6.90 119 5.72E% 7.28 155 5.72E3!|5.62 49 217E2° 224 5 6.02E% |6.11 69 4.10E? 439 21 3.71E
himD | 6.91 120 9.96E“° 7.16 143 9.96E“°| 552 46 1.43E2" 221 4 1.34E08 |6.11 69 548E3 4.07 17 1.39E2
himF | 6.22 74 117E%! 6.80 111 1.17E31|522 37 9.02E2! 3.05 8 8.25E1! |547 44 1.93E24 3.83 14 4.35E
himG | 6.10 68 238E“ 6.48 89 238E*|511 34 128E2% 324 9 2.07E'8 (541 42 957E3 3.69 13 8.96E%
himl 441 21 7.00E% 508 33 7.00E%?(3.86 14 229E'3 487 29 1.13E?° (396 15 2.12E5 423 19 5.11EY
himM | 2.85 7 151E% 323 9 1.51E9| 0.99 2 121E% -015 1 815E92|201 4 258E% 136 2 8.00E®

Tabla 3.2. Analisis de la expresion, mediante micromatrices, de la agrupacion him en tres cepas de S. clavuligerus
productoras de holomicina frente a la cepa silvestre. El ARN fue extraido de células crecidas en medio SA, tanto en
la fase exponencial como en la fase estacionaria de cada cultivo. Mc indica en valor numérico cudnta diferencia hay
entre dos condiciones experimentales, en este caso entre cada cepa mutante y la cepa silvestre (dado por la
ecuacion [log, (Cy3/Cy5) cepa mutante MENOS [l0g; (Cy3/Cy5)] cepa sivestre)- A indica el nimero de veces que aumenta la
transcripcion del gen en cuestidon en la cepa mutante en relacion con la cepa silvestre. Fdr indica la tasa de error.

Modificado de Robles-Reglero et al. 2013.

En el caso de los genes himA, B, C, F, G e |, los datos de las micromatrices concuerdan
perfectamente con el andlisis visual llevado a cabo mediante RT-PCR (la expresidon es mucho
mayor en la cepa mutante oppA2::aph que en la cepa silvestre). En el caso de himD, en el
analisis mediante RT-PCR se observa una expresién a niveles parecidos, aunque ligeramente
superior para la cepa oppA2::aph, (figura 3.11) y sin embargo en las micromatrices se obtuvo
una sobreexpresion en la cepa oppA2::aph frente a la cepa silvestre de 120-143 veces. La
expresion de la transcripcién del regulador de tipo LuxR (h/ImM), que en los analisis de RT-PCR
se muestra a niveles parecidos en ambas cepas, aumento entre 7 y 9 veces en la cepa mutante

oppA2::aph frente a la cepa silvestre.
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3.3.2. Andilisis del inicio de franscripcién de la agrupacion him mediante
RACE

Una vez analizada la expresion génica de la agrupacién him, se procedié a identificar
mediante RACE el sitio de inicio de la transcripcidon en cada caso (sitio +1). La obtencidn de una
Unica sefial de amplificacién descarté la existencia de sitios de inicio de la transcripcion
adicionales a los obtenidos en analisis preliminares mediante RT-PCR. Una vez establecidas las
posiciones +1, se procedid a la identificaciéon de las cajas -10 y -35 en cada uno de los
promotores, empleando las matrices cldsicas de bulsqueda de secuencias promotoras en
Streptomyces (Bourn y Babb, 1995), incorporadas en una hoja de calculo (Antonio Rodriguez,
comunicacion personal). Estas matrices de peso se fundamentan en el alineamiento de
promotores experimentalmente comprobados otorgando puntuaciones a las posibles cajas -10
y -35 presentes en las secuencias analizadas, puntuaciones cuyo valor se vuelve mas positivo a
medida que las cajas hipotéticas presentes en la secuencia analizada aumentan su parecido
con las secuencias de las cajas consenso, o mas negativas a medida que se alejan de ellas. El

conjunto de los datos obtenidos para cada promotor se recogen en la figura 3.13.
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himB  himC

Region Intergénica
(pb)

Distanciaal ATG
(pb)

82

himF  hmG

e >

B Genes Secuencia -10 Secuencia - 35
himA TGGACC TGTCGG
himE TGGTGA CACGGT
himF TCATTT TTGACC
himH GAGAAC CCGCTG
himl TGGTCC TGCCGG
himJ TGGAAT TTCTTG
himL GAGCAT CCTTCG
himM GAATCC GGGAGT

141

-—
244

~t

12-himi
‘_
4-himH

189

E

4

>4

Figura 3.13. Analisis del inicio de transcripcion de la agrupacion him mediante RACE. (A) Regiones intergénicas

estudiadas. En el lado izquierdo se muestran los genes y los transcritos detectados mediante RACE. En el lado

derecho se indican las posibles regiones intergénicas putativas y las distancias (pb) al codén de inicio ATG del

transcrito. La orientacion de la transcripcidn se indica mediante flechas. (B) Secuencias -10 y -35 por delante del

punto de inicio de transcripcidn detectado en los genes him. Modificado de Robles-Reglero et al. 2013.

El sitio de inicio de transcripcidon para himA se encuentra situado en un nucledtido de

citosina 244 pares de bases corriente arriba del codén ATG. Exactamente 8 pares de bases por

delante de este sitio +1 se encontré una caja -10 (TGGACC), con una puntuacién de 3,2 y 40

pares de bases mds arriba una caja -35 (TGTCGG) con una puntuacion de 1,34 (figura 3.14).

35

TGTCGG

ACAGCC

CCGCCGATGCGGCEAAGGCCAAATGG

GGCGGCTACGCCGCTTCCGGTTTACC

-10

244 pb

TGGACC

ACCTGG

ACGEAACTC sfm——

TEOCTTGAT t—

ATG

TAC

Figura 3.14. Analisis del inicio de transcripcion del gen himA mediante RACE. La flecha indica la

direccién 5> 3’ del gen. En los recuadros azules se muestran las posibles cajas -10 y -35

encontradas. En rojo se encuentra marcado el coddn de inicio y en azul el nucleétido situado en

la posicién +1.
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En el caso del policistron himB-E (formado por los genes himB, himC, himD y himE), el

sitio de inicio de transcripcidn se encuentra situado en una timina a 16 pb hacia la derecha del

codon de inicio ATG anotado para el gen himE. Esto nos lleva a una nueva anotacion del gen 24

pb hacia la derecha del coddén de inicio ATG anotado anteriormente. En esta nueva anotacion

el inicio de transcripcion se encuentra a 7 pb de distancia. Exactamente 9 pares de bases por

delante de este sitio +1 se encontré una caja -10 (TGGTGA), con una puntuacién de 2,3y 36

pares de bases mds arriba una caja -35 (CACGGT) con una puntuacion de 1,2 (figura 3.15).

-35

Figura 3.15. Analisis del inicio de transcripcion del policistron himB-E mediante RACE. La flecha
indica la direccién 5°-> 3’ del gen. En los recuadros azules se muestran las posibles cajas -10y -

35 encontradas. En rojo se encuentra marcado el codon de inicio y en azul el nucledtido

situado en la posicién +1.

CACGGET| ATCGGEGETTGTTCGACGCACA

GTGEE& TAGCCCCAACAAGCTGOGTGT

-10

7 pb

TGGTGA

ACCACT

A GAGAGGCGT dm—— AT

TCTCTCOGCA, M| TAL

En el caso del policistron hImFG (formado por los genes himF y himG), el sitio de inicio

de transcripcién se encuentra situado en la misma adenina del codén de inicio ATG del gen

himF. Estos transcritos corresponden a transcritos sin region lider (Moll et al., 2002; Moll et al.,

2004). Exactamente 4 pb por delante de este sitio +1 se encontrd una caja -10 (TCATTT), con

una puntuacion de 2,7 y 36 pares de bases mas arriba una caja -35 (TTGACC) con una

puntuacion de 2,8 (figura 3.16).

- 10
caT | GECG | AAATGA
GTA Jococss | TTTACT

Figura 3.16. Analisis del inicio de transcripcion del policistron himFG mediante RACE. La flecha
indica la direccion 5° 3’ del gen. En los recuadros azules se muestran las posibles cajas -10y -

35 encontradas. En rojo se encuentra marcado el coddn de inicio cuya adenina corresponde a la

posicién +1.

En el caso del gen himH, la presencia de sefial de amplificacion para la

-35

TEAGGGEEGEAATTCATEACCC JGGTCAA

ACTCCCCCTT AAGTACTGGEGE JCCAGTT

region

intergénica mediante RT-PCR sugieren una co-transcripcién con el gen himl ; mediante RACE se

observan dos sefiales de amplificaciéon, por lo que el gen himH también podria expresarse de
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forma individual. El sitio de inicio de transcripcién individual se encuentra situado en una
guanina a 58 pb hacia la derecha del codén de inicio ATG del gen himH anotado. Esto nos lleva
a una nueva anotacion del gen 63 pb hacia abajo del codéon de inicio ATG anotado
anteriormente. Por tanto, el inicio de transcripcion se encuentra en dicha guanina 4 pb antes
del nuevo coddn de inicio GTG. Exactamente 11 pares de bases por delante de este sitio +1 se
encontrd una caja -10 (GAGAAC), con una puntuacion de 1,1 y 37 pares de bases mas arriba

una caja -35 (CCGCTG) con una puntuacion de 1,4 (figura 3.17).

-35 -10 4 pb

CCGCTG | ACCGAACCCAAGCTGOCCCC |GAGAAC | ACCGGLGGLCGE Wf—— TG

GGCGAC | TeeoTTeeeTTecACGEEEE| CTCTTG| TOGOCGOOGGID  Mi— o

Figura 3.17. Andlisis del inicio de transcripcion individual de himH mediante RACE. La flecha
indica la direccion 5°> 3’ del gen. En los recuadros azules se muestran las posibles cajas -10y -
35 encontradas. En rojo se encuentra marcado el coddén de inicio y en azul el nucleétido

situado en la posicién +1.

En el caso del policistrdn himHI (formado por los genes himH y himl), el sitio de inicio
de transcripcidn se encuentra situado en una guanina a 50 pb hacia la derecha del coddn de
inicio GTG anotado previamente. Esto conduce a una nueva anotacién del gen 63 pb hacia la
derecha del antiguo coddn de inicio GTG. En esta nueva anotacion el inicio de transcripcidn se
encuentra a 12 pb de distancia del nuevo coddn de inicio GTG del gen himl. Exactamente 7
pares de bases por delante de este sitio +1 se encontrdé una caja -10 (TGGTCC), con una
puntuacion de 1,5 y 36 pares de bases mas arriba una caja -35 (TGCCGG) con una puntuacion

de 1,4 (figura 3.18).

-35 -10 12 pb
TGCCGG | GGCCGGCGGCCTCAATGCCGCGC [TGGTCCTGGCCCGE  m— TG
ACGGCC | CCGGCOGLCGEAGTTACGGCGCEACCAGHACCEGECT  frmmm—)] CAC

Figura 3.18. Analisis del inicio de transcripcion del policistron h/mHI mediante RACE. La flecha
indica la direccion 5° 3’ del gen. En los recuadros azules se muestran las posibles cajas -10y -
35 encontradas. En rojo se encuentra marcado el codon de inicio y en azul el nucledtido

situado en la posicién +1.

El sitio de inicio de transcripcidn para himJ se encuentra situado en la misma adenina

del coddn de inicio ATG. Estos transcritos se denominan como transcritos sin region lider (Moll
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et al., 2002; Moll et al., 2004). Exactamente 6 pares de bases por delante de este sitio +1 se
encontrd una caja -10 (TGGAAT), con una puntuacion de 4,0 y 32 pares de bases mas arriba

una caja -35 (TTGTTG) con una puntuacién de 4,2 (figura 3.19).

-10 - 35

CAT JacGTCC | ATTCCA | CCGGGCCGTIGLGAAAACGG | CAACAA

GTA | TGCAGG| TAAGGT | GGCCCGGCAACGCTITIGCS JGTTGTT

Figura 3.19. Analisis del inicio de transcripcion del gen himJ mediante RACE. La flecha indica la
direccién 5= 3’ del gen. En los recuadros azules se muestran las posibles cajas -10 y -35
encontradas. En rojo se encuentra marcado el codon de inicio cuya adenina corresponde a la

posicion +1.

En el caso del policistron hImKL (formado por los genes himK 'y himL), el sitio de inicio
de transcripcion se encuentra situado en una timina a 182 pb del coddn de inicio ATG del gen
himL. Exactamente 11 pares de bases por encima de este sitio +1 se encontrd una caja -10
(GAGCAT), con una puntuacién de 3,1 y 34 pares de bases mas arriba una caja -35 (CCTTCG)

con una puntuacion de 1,2 (figura 3.20).

_35 -10 182 pb

CCTTCG |SCCOCCAACGOGGAGTE | GAGCAT | CTCCTCOATGAT g |ATG

GGAAGC | GGECEETIGCECCTCAG |CTCGTA | GAGGAGCTACTA fmmmmmp [TAC

Figura 3.20. Analisis del inicio de transcripcion del policistron himKL mediante RACE. La flecha
indica la direccion 5'-> 3’ del gen. En los recuadros azules se muestran las posibles cajas -10y -
35 encontradas. En rojo se encuentra marcado el codon de inicio y en azul el nucledtido

situado en la posicién +1.

El sitio de inicio de transcripcién para himM se encuentra situado en una adenina 42
pb hacia la derecha del coddn de inicio ATG anotado. Esto conduce a una nueva anotacién del
gen 51 pb hacia la derecha del coddn de inicio ATG anotado previamente. En esta nueva
anotacidn el inicio de transcripcion se encuentra a 8 pb de distancia del nuevo coddn de inicio
ATG. Exactamente 6 pares de bases por delante de este sitio +1 se encontrd una caja -10
(GAATCC), con una puntuacion de 2,2 y 29 pares de bases mas arriba una caja -35 (GGGAGT)

con una puntuacion de 1,2 (figura 3.21).
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Spb

CaT | 4——=

- 10

TEATCCG | GGATTC

acTacGee | CCTAAG

- 35

CTTATTCCOGTCCGAACA JACTCCC

GAATAAGGCAGGCTTGT | TGAGGG

Figura 3.21. Analisis del inicio de transcripcion del gen himM mediante RACE. La flecha indica la

direccién 5= 3’ del gen. En los recuadros azules se muestran las posibles cajas -10 y -35

encontradas. En rojo se encuentra marcado el codén de inicio y en azul el nucleétido situado en

la posicién +1.

Gracias a este analisis RACE de la transcripcidn de la agrupacion him se puede concluir

gue existen ocho transcritos, cuatro de ellos policistronicos, y no seis como se habia obtenido

previamente mediante el andlisis de las regiones intergénicas (figura 3.22).

flm A B

Cmmm——————

Figura 3.22. Transcritos de la agrupacion him. En la imagen se muestran los genes y las

transcripciones detectadas por RACE de la agrupacién him separados en dos partes mediante la

imagen //. Las flechas discontinuas indican los transcritos de la agrupacién. La orientacién de la

transcripcion se indica con flechas

La técnica RACE ha permitido corregir el punto de inicio de la transcripciéon

previamente definido de forma incorrecta en cuatro genes: (1) himE, en el que el coddn de

inicio ATG es 24 pb interno a la secuencia de codificacién anotada en las bases de datos con lo

que la proteina que codifica posee 8 aminoacidos menos; (2) hIml, donde el coddn de inicio

GTG se encuentra 63 pb interno a la secuencia anotada en las bases de datos, asi la proteina

que codifica posee 21 aminoacidos menos; (3) himH, en la que el coddn de inicio GTG se

encuentra 63 pb interno a la secuencia de codificacién anotada, con lo que la proteina que

codifica posee 21 aminoacidos menos y; (4) himM, en la que el codén de inicio ATG se

encuentra 51 interno a la secuencia de codificacién anotada, lo que indica que la proteina que

codifica es 17 aminoacidos mas corta.
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Resulta también llamativo el hecho de que el gen himlJ y el policistron himFG den lugar
a transcritos sin secuencia lider. Los ARNm sin secuencia lider carecen de sitio de unién a los
ribosomas, por lo que el inicio de su traduccion responde a un mecanismo distinto al de los
ARNmM candnicos basado en el reconocimiento directo por parte del ribosoma del codon de
inicio del gen, de manera dependiente del ARNt de iniciacion (Moll et al., 2002; Moll et al.,
2004; Laursen et al., 2005). Se ha especulado con la posibilidad de que los genes que dan lugar
a este tipo de transcritos, dada la particular regulacion a la que esta sujeta su traduccion, estén
relacionados con la respuesta de las células a condiciones fisioldgicas particulares. En el caso
concreto de Streptomyces se conocen muchos ARNm sin secuencia lider vinculados a
mecanismos de resistencia a antibidticos y al metabolismo secundario (Moll et al., 2002),
siendo el gen phoP de S. coelicolor una de los mas paradigmaticos, dada la importancia del

regulador global que codifica (Sola-Landa et al., 2005).

3.4. Caracterizaciéon funcional de genes implicados en la

biosintesis de holomicina

Para determinar si la agrupacion génica contenida en el césmido D7-8 codifica las
enzimas para la biosintesis de holomicina se llevo a cabo la inactivacidn génica dirigida de tres

de estos genes utilizando el sistema ReDirect® (Gust et al., 2002) (ver apartado 2.18).

Debido a que la sintesis de holomicina se lleva a cabo mediante un sistema NRPS, y
gracias a la comparacién de la secuencia obtenida en las bases de datos, se hallaron dos genes
cuyos productos presentaban similitudes con este tipo de enzimas (hImE y himL) y por ello se
convirtieron en dianas de los estudios de funcionalidad. También se convirtieron en dianas del
estudio el gen himF que codifica una proteina que presenta homologia con enzimas implicadas
en biosintesis de lantibidticos (familia de péptidos microbianos con una estructura molecular
inusual con anillos de azufre y dehidroaminoacidos), el gen hImA que codifica para una
acetiltransferasa siendo uno de los posibles Ultimos pasos de la ruta (de la Fuente et al., 2002)

y los dos genes que presentan dominios de regulacidn en sus secuencias, himJ y himM.

El codsmido D7-8 fue seleccionado para llevar a cabo la delecién de los genes mediante
el sistema ReDirect® debido a la localizacién centrada de la agrupacion génica en el fragmento
de ADNt incorporado por el césmido. La cepa indicada para la inactivacion de esos genes en S.

clavuligerus fue la cepa oppA2::aph ya que es la cepa super productora de holomicina.
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Cada delecién génica precisa del disefio de cebadores especificos para la secuencia a
delecionar (ver apartado 2.18.2) de forma que el fragmento amplificado contenga el casete de
resistencia (Apri-oriT) que se va a utilizar en la sustituciéon de los genes de interés en el
césmido D7-8, flanqueado por secuencias homologas a las secuencias adyacente al gen que se

va a delecionar.

Debido a la dificil manipulacién genética que presenta el mutante slper productor de
holomicina S. clavuligerus oppA2:.aph, del total de los objetivos planteados incialmente, se

obtuvieron resultados en la inactivacidn de los genes himA, himE y himF.

3.4.1. Caracterizacion funcional del gen himA

¢ Inactivacion del gen himA
El gen himA, (855 pb), anotado inicialmente como  SCLAV_5267
(http://strepdb.streptomyces.org.uk) o SSCG_03483 (https://olive.broadinstitute.org) codifica

una acetiltransferasa formada por 284 aminoacidos.

Para la obtencion del mutante AhImA se disefiaron los cebadores especificos
UPA03483 y DWA03483. Esta pareja de cebadores se utilizaron en reacciones de PCR con una
polimerasa de alta fidelidad de copia, GoTag®, sobre una banda Hindlll/EcoRI del plasmido
plJ773 de 1382 pb como ADN molde. Una vez comprobada mediante electroforesis en agarosa
la ausencia de bandas inespecificas, el producto de PCR, (tamafio final de 1436 pb) fue

purificado directamente con el kit comercial GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit.

Posteriormente, el producto de PCR se utilizd para la sustitucion del gen himA
localizado en el césmido D7-8 mediante recombinacion doble en la cepa de E. coli
BW25113/plJ790 previamente transformada con el cdsmido. Es importante analizar mediante
electroforesis en agarosa que las colonias obtenidas han incorporado correctamente el
césmido (si el césmido contiene zonas homodlogas es posible que se produzcan eventos de
recombinacidn en el mismo) y la presencia del pldsmido plJ790 (esencial para el proceso de

recombinacidén).

Las colonias de E. coli BW25113/pl]790/D7-8 fueron electroporadas con 100-200 ng

del producto de PCR, siguiendo los parametros descritos en materiales y métodos (ver
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apartado 2.18.5). La sustituciéon del gen hImA por el casete de resistencia se selecciond
mediante resistencia a a apramicina de las colonias (figura 3.23). Las construcciones obtenidas
se analizaron mediante PCR utilizando los cebadores exDir03483 y exRev03483 externos a los
genes a delecionar y una pareja de cebadores control formada por un cebador interno al gen
de resistencia a la apramicina Apratotal y otro externo al gen himA (exRev03483). La PCR de
comprobacién realizada con los cebadores externos debe amplificar un fragmento de un
tamafio mayor en los cdsmidos recombinantes (AhImA) respecto al césmido parental, mientras
que la amplificaciéon a partir de los cebadores control, sélo se debe amplificar sobre los

césmidos recombinantes.

Supercos D7-8 AhImA

LN

—_—V

k— 0,855Kb

l S. clavuligerus oppA2::aph

b—— 1436Kb —

S. clavuligerus oppA2::aph AhImA

Figura 3.23. Esquema de la recombinacidon en la formacién del mutante AhImA. En la imagen se
presenta un esquema de la recombinacién positiva entre el césmido D7-8 AhImA y el genoma de
S. clavuligerus. Las aspas indican cada zona de recombinacion. Se sefialan en gris los genes de
resistencia a antibidticos que van a permitir la seleccion de los exconjugantes: acc(3)IV (gen de
resistencia a apramicina), neo (gen de resistencia a kanamicina) y bla (gen de resistencia a
ampicilina). También se muestran los tamafios, tanto del gen a delecionar como del inserto

sustituyente del mismo.

Tras la conjugacion de E. coli ET13567/pUZ8002/D7-8 AhimA con la cepa S. clavuligerus
oppA2::aph, se obtuvieron seis exconjugantes resistentes a apramicina, comprobando la
recombinacién mediante PCR con los cebadores anteriormente indicados. Adicionalmente,
estos exconjugantes fueron analizados mediante hibridacion de tipo Southern (ver apartado
2.14), empleando cebadores que hibridan en secuencias corriente arriba y corriente abajo al

gen himA (L-Southern-03483 y R-Southern-03483). El patron de hibridacion observado en cada
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digestion de ADN gendmico de los exconjugantes fue el esperado para la doble recombinacion

y diferente al de la cepa silvestre (figura 3.24).

27 23 14 11 8 1 WT M

2476 pb

1099 pb

Figura 3.24. Comprobacién mediante hibridacién tipo Southern de la delecion de AhImA en S.
clavuligerus oppA2::aph. En la imagen se muestran los patrones de hibridaciéon de ADN total
digerido con Apll de los mutantes delecionados AhimA (1, 8, 11, 14, 23 y 27) en comparacion con
la cepa parental S. clavuligerus (WT) utilizando como sonda un fragmento amplificado mediante
PCR usando como cebadores exDir03483 y exRev03483. A la derecha de la imagen se indican los
tamarfios de las bandas de hibridacién. El marcador de tamafio molecular (M) corresponde al

DNA Molecular Weight Marker 1, Digoxigenin-labeled.

«  Produccion de holomicina en S. clavuligerus oppA2::aph AhimA
Con el fin de determinar si el gen himA ejerce alguna funcién en la biosintesis de
holomicina en S. clavuligerus, se llevé a cabo el analisis de la produccion de holomicina en los

seis exconjugantes S. clavuligerus oppA2::aph AhimA.

El crecimiento de todas las cepas, tanto de los seis clones oppA2::aph AhimA, la cepa S.
clavuligerus oppA2::aph (super productora de holomicina) y la cepa silvestre ATCC 27064 (no
productora de holomicina), se desarrollé en medio definido SA. Se recogieron muestras a las
24, 36, 48, 60 y 72 horas para poder establecer diferencias temporales en el perfil de

produccion.

La figura 3.25 muestra el bioensayo realizado sobre las muestras recogidas a las 48
horas frente a Micrococcus luteus ATCC 9341 que permitié detectar la ausencia de holomicina

en los seis clones mutantes Ah/mA.

El analisis mediante HPLC demostrd una ligera produccidén de holomicina a partir de las

48 horas en dos de los seis mutantes AhimA (11 y 27), pero no se detectd en ninguno de los
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casos la presencia de holotina (figura 3.26). Esta ligera produccién de holomicina, tan sélo
detectada mediante HPLC, puede deberse a la actividad inespecifica de otras acetiltransferasas
ya que en el genoma de S. clavuligerus estan descritas unas 49 en total y, puesto que todos los
exconjugantes presentan la delecion completa del gen himA, deberian de comportarse de la

misma manera.

Figura 3.25. Bioensayo frente a Micrococcus luteus ATCC 9341: S. clavuligerus oppA2:.aph
(fila superior a la derecha); S. clavuligerus ATCC 27064 (fila superior a la izquierda) y cepas
delecionadas AhImA (de izquierda a derecha 1, 8 y 11 en la fila del medio y 14, 23 y 27 en la fila

inferior).
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Figura 3.26. Cromatograma de los caldos de cultivo de las distintas cepas a las 48 horas. En la esquina superior
izquierda, cuadros explicativos de la correspondencia entre cepas analizadas y lineas en el cromatograma. La flecha

negra indica el pico correspondiente a la holomicina.

¢ Complementacion de la cepa S. clavuligerus oppA2::aph AhImA

La construccidon para complementar el mutante AhImA se realizd en el vector pMS82,
pldsmido integrativo conjugativo que contiene el gen de resistencia a higromicina (hyg) para
seleccidn de los mutantes. El gen himA, junto con su regiéon promotora nativa (ver apartado
3.4.2), se amplificé en un fragmento de 1155 pb a partir de los cebadores Dir-comp83 y Rev-
comp83. Estos cebadores presentan en sus extremos 5 sendos sitios de restriccién Hindlll, lo
que permitié la insercion del producto de PCR en el sitio Hindlll presente en el plasmido
pMS82. Se obtuvo asi la construccion pMS82+hImA (figura 3.27), que finalmente se introdujo
mediante conjugacion en la cepa S. clavuligerus oppA2::aph AhimA, obteniéndose la cepa S.
clavuligerus oppA2::aph AhImA pMS82+himA. Para corroborar la presencia de este fragmento
de PCR en el genoma de los exconjugantes, se llevd a cabo una hibridacién de Southern, en la
que el ADN gendmico digerido con Hindlll se hibridé con una sonda correspondiente al

fragmento himA de 1155 pb previamente marcado con digoxigenina.
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Figura 3.27. Esquema del proceso de construccion del plasmido pMS82+hImA. Los sitios de
restriccion Hindlll situados en los extremos del producto de PCR fueron introducidos en el

disefio de los cebadores.

Se obtuvieron dos exconjugantes positivos con los que se llevd a cabo el andlisis de la

produccién de holomicina. El crecimiento de las cepas S. clavuligerus oppA2::aph AhimA
pMS82+himA, S. clavuligerus oppA2::aph (super productora de holomicina) y S. clavuligerus
ATCC 27064 (no productora de holomicina), se desarrollé6 en medio definido SA. Se tomaron

muestras a las 24, 36, 48, 60 y 72 horas para poder observar diferencias de produccion en el

Como se puede observar en la figura 3.28, los bioensayos realizados frente a M. luteus

revelaron que, en la cepa S. clavuligerus oppA2::aph AhImA pMS82+himA, la introduccién de
una copia de himA bajo el control de su promotor nativo provoca la restauracion de la

produccién de holomicina. Este hecho demuestra que la mutacién de hiImA en S. clavuligerus
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oppA2::aph AhimA es el Unico factor causante de la pérdida de la produccién de holomicina
observada, descartandose cualquier efecto polar de la mutacidn o algun otro tipo de defecto
en la agrupacion génica de biosintesis del compuesto. Este resultado demuestra que el gen

himA lleva a cabo una funcién esencial para la produccion de holomicina.

3

Figura 3.28. Bioensayo frente a M. luteus para el estudio de la complementacién del mutante
S. clavuligerus oppA2::aph AhimA. 1: cultivo de S. clavuligerus ATCC 27064. 2: cultivo de S.
clavuligerus oppA2::aph. 3 y 4: cultivos de S. clavuligerus oppA2::aph AhImA pMS82+himA (cepa
complementada). Se aprecia con toda claridad la restauracion del halo de inhibicién provocado
por la presencia de holomicina en las muestras de los cultivos de los tres clones pertenecientes a

la cepa complementada.

3.4.2. Caracterizacion funcional del gen himfF

¢ Inactivacion del gen himF
El gen himF (606 pb), codifica una proteina formada por 202 aminoacidos similar a las
proteinas de biosintesis de lantibidticos, familia de péptidos microbianos de estructura
molecular inusual con anillos de azufre y dehidroaminodacidos. Concretamente, la proteina
codificada por el gen hiImF posee un dominio perteneciente a la superfamilia de las
flavopoteinas, regidén caracteristica para la descarboxilacidn de cisteina. Este gen fue anotado
inicialmente como SCLAV_5272 (http://strepdb.streptomyces.org.uk) y SSCG_03489

(https://olive.broadinstitute.org).

Para la obtencion del mutante AhimF se disefiaron los cebadores especificos ReD-
Di03489 y ReD-Re03489, empleados en reacciones de PCR junto a una polimerasa de alta

fidelidad de copia, GoTaq®, sobre una banda Hindlll/EcoRI del plasmido plJ773 de 1382 pb
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como ADN molde. Una vez verificada la ausencia de amplificaciones inespecificas mediante
electroforesis en agarosa, el producto de PCR (1436 pb), fue purificado directamente con el kit

comercial GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit.

Posteriormente, este producto de PCR se utilizd para la sustitucion del gen himF
localizado en el césmido D7-8 mediante recombinacion doble en la cepa E. coli
BW25113/plJ790 previamente transformada con el césmido D7-8 de la libreria génica de S.

clavuligerus.

Las colonias de E. coli BW25113/plJ790/D7-8 fueron electroporadas con 100-200 ng
del producto de PCR, siguiendo los pardmetros descritos en materiales y métodos (ver
apartado 2.18.5). Las colonias en las que se produjo la sustitucién del gen hiImF por el casete
de resistencia se seleccionaron por resistencia a apramicina (figura 3.29). Las construcciones
obtenidas se analizaron mediante PCR utilizando los cebadores hImF Ext-Dir-89 y Ext-Rev-89
externos al gen y un cebador interno al gen de resistencia a la apramicina Apratotal y otro
externo al gen himF (Ext-Dir-89) como pareja control. La amplificacion de un fragmento de
mayor tamafio mayor en los cosmidos recombinantes (Ah/mF) respecto al cdsmido parental a
partir de los cebadores externos verifica un proceso de sustitucidon correcto, mientras que los
cebadores de la reaccién control Unicamente producen amplificacion en los cdsmidos

recombinantes.
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Figura 3.29. Esquema de la formacion del mutante Ah/ImF mediante doble recombinacién.
Esquema de la recombinacion positiva entre el césmido D7-8 AhImF y el genoma de S.
clavuligerus. Las aspas indican cada zona de recombinacion. Se sefialan en gris los genes de
resistencia a antibidticos que van a permitir la seleccion de los exconjugantes: acc(3)IV (gen de
resistencia a apramicina), neo (gen de resistencia a kanamicina) y bla (gen de resistencia a
ampicilina). También se muestran los tamafios, tanto del gen a delecionar como del inserto

sustituyente del mismo.

Tras la conjugacion de E. coli ET13567/pUZ8002/D7-8 AhImF con la cepa S. clavuligerus
oppA2::aph, se obtuvo un exconjugante resistente a apramicina que se analizé mediante PCR
con los cebadores anteriormente indicados para la comprobacién de los césmidos
recombinantes y también fue comprobado mediante hibridacidon de Southern (ver apartado
2.14 de materiales y métodos) usando cebadores que anillan en secuencias corriente arriba y
corriente abajo al gen himF (Ext-Dir-89 y Ext-Rev-89). El patrdon de hibridacion observado en
cada digestion de ADN gendmico de los exconjugantes fue el esperado para la doble

recombinacidn y diferente al de la cepa silvestre (figura 3.30).
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Figura 3.30. Comprobacion mediante hibridacion tipo Southern de la deleciéon de AhImF en S.
clavuligerus oppA2::aph. En la imagen se muestran los patrones de hibridaciéon de ADN total
digerido con Ncol del mutante delecionado (h/mF) en comparacion con la cepa parental S.
clavuligerus (WT) utilizando como sonda un fragmento amplificado mediante PCR usando como
cebadores Ext-Dir-89 y Ext-Rev-89. A la derecha de la imagen se indican los tamafios de las
bandas de hibridacién. EI marcador de tamafio molecular (M) corresponde al DNA Molecular

Weight Marker Il, Digoxigenin-labeled.

¢  Produccién de holomicina en S. clavuligerus oppA2::aph AhImF
Con el fin de determinar si el gen himF ejerce alguna funcién sobre la biosintesis de
holomicina en S. clavuligerus se llevo a cabo el andlisis de la produccion de holomicina en la

cepa S. clavuligerus oppA2::aph AhImF.

El crecimiento de las cepas S. clavuligerus oppA2::aph AhImF, S. clavuligerus
oppA2::aph (super productora de holomicina) y S. clavuligerus ATCC 27064 (no productora de
holomicina), se desarrollé en medio definido SA. Se tomaron muestras a las 24, 36, 48, 60 y 72

horas para poder observar diferencias de produccién en el tiempo.

La figura 3.31 muestra el bioensayo frente a Micrococcus luteus ATCC 9341 realizado

con las muestras tomadas a las 48 horas de cultivo y la determinacién de la ausencia de

holomicina en el perfil de produccion analizada mediante HPLC.
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Figura 3.31. En la parte superior derecha se muestra el bioensayo frente a Micrococcus luteus ATCC 9341: S.
clavuligerus oppA2::aph (arriba), la cepa silvestre S. clavuligerus ATCC 27064 (WT, abajo-izquierda) y la cepa
delecionada AhImF (abajo-derecha). En el resto de la imagen se muestra el cromatograma de las tres cepas a las 48
horas: en verde la cepa S. clavuligerus oppA2::aph, en rojo la cepa silvestre S. clavuligerus ATCC 27064 y en azul la

cepa delecionada AhImF; se indica con una flecha negra el pico correspondiente a holomicina.

¢ Complementacion de la cepa S. clavuligerus oppA2::aph AhImF

La construccion de complementacion se realizé en el vector pMS82, plasmido
integrativo conjugativo que posee resistencia a higromicina (hyg) necesaria para la seleccion
de los mutantes. El gen hImF, junto con su regidon promotora nativa (ver apartado 3.4.2), se
amplific6 mediante PCR empleandose para ellos los cebadores Dir-comp89 y Rev-comp89,
obteniéndose un fragmento de 667 pb. Estos cebadores presentan en sus colas 5° sendos sitios
de restriccion Hindlll, lo que permitié la insercion del producto de PCR en el sitio Hindlll
presente en el plasmido pMS82. Se obtuvo asi la construccién pMS82+hImF (figura 3.32), que
finalmente se introdujo mediante conjugacién en la cepa S. clavuligerus oppA2::aph AhImF,
obteniéndose la cepa S. clavuligerus oppA2::aph AhimF pMS82+himF. Para corroborar la
presencia de este fragmento de PCR en el genoma de los exconjugantes, se llevd a cabo una
hibridacion de Southern, en la que el ADN gendmico digerido con Hindlll se hibriddé con una

sonda (marcada con digoxigenina).
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Figura 3.32. Esquema del proceso de construccion del plasmido pMS82+hImF. Los sitios de
restriccion Hindlll situados en los extremos del producto de PCR fueron introducidos en el

disefio de los cebadores.

Se obtuvieron tres exconjugantes positivos con los que se llevd a cabo el analisis de la

produccién de holomicina. El crecimiento de las cepas S. clavuligerus oppA2::aph AhImF
pMS82+himF, S. clavuligerus oppA2::aph (super productora de holomicina) y S. clavuligerus
ATCC 27064 (no productora de holomicina), se desarrollé en medio definido SA. Se tomaron

muestras a las 24, 36, 48, 60 y 72 horas para poder observar diferencias de produccion en el

Los bioensayos realizados frente a M. luteus, y el analisis mediante HPLC, revelaron

que en la cepa S. clavuligerus oppA2::aph AhImF pMS82+hImF , la introduccién de una copia de
himF bajo el control de su promotor nativo no provoca la restauracion de la produccién de

holomicina. Esto puede ser debido a que en el disefio del ReDirect, al seleccionar los
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nucledtidos anteriores al codén de inicio, se incluyd parte de la region promotora del gen
himF, mas concretamente la posible caja -10. Por este motivo, al complementar el gen en otra
region del genoma de la cepa S. clavuligerus oppA2::aph AhImF, sigue sin transcribirse el gen
himG, que se co-transcribe junto a hImF segin se ha comprobado mediante la técnica RACE

(ver apartado 3.3.2).

3.4.3. Caracterizacion funcional del gen himE

¢ Inactivacion del gen himE
El gen hImE (3357 pb) codifica una proteina del tipo péptido sintetasa no ribosomal
formada por 1119 aminoacidos y fue anotado inicialmente como SCLAV 5271

(http://strepdb.streptomyces.org.uk) y SSCG_03488 (https://olive.broadinstitute.org).

Para la obtencién del mutante AhImE se disefiaron los cebadores especificos ReD-
Di03488 y ReD-Re03488. Esta pareja de cebadores se utilizé en reacciones de PCR junto a una
polimerasa de alta fidelidad de copia, GoTag®, sobre una banda Hindlll/EcoRI del plasmido
plJ773 de 1382 pb como ADN molde. Una vez comprobada la ausencia de amplificaciones
inespecificas mediante visualizacidon del producto de la reaccidn en electroforesis en agarosa,
el fragmento ampificado (1436 pb) fue purificado directamente desde la reaccién con el kit

comercial GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit.

Posteriormente, este producto de PCR se utilizd para la sustitucion del gen himE
localizado en el cosmido D7-8 recombinacidn doble entre el cdsmido y el producto de PCR en
la cepa E. coli BW25113/pll790 previamente transformada con el césmido D7-8 de la libreria

génica de S. clavuligerus.

Las colonias de E. coli BW25113/pl]790/D7-8 fueron electroporadas con 100-200 ng
del producto de PCR, siguiendo los pardmetros descritos en materiales y métodos (ver
apartado 2.18.5). Las colonias en las que se produjo la sustitucidon del gen hImE por el casete
de resistencia se seleccionaron por resistencia a apramicina (figura 3.33). Las construcciones
obtenidas se analizaron mediante PCR utilizando dos cebadores externos a los genes a
delecionar Ext-Dir-88 y Ext-Rev-88 y otra pareja, como control formada por un cebador interno
al gen de resistencia a la apramicina Apratotal y otro externo al gen himE (Ext-Dir-88). Asi, si se
ha producido la sustitucion de forma correcta, la PCR de comprobacién realizada con los

cebadores externos debe resultar en una banda de un tamafio menor en los cdsmidos
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recombinantes (AhImE) respecto al cosmido silvestre y usando la segunda combinacién de

cebadores, como control, sélo se debe obtener banda en los cosmidos recombinantes.

Supercos D7-8 AhImE

N

—

k— 3357Kb

l S. clavuligerus oppA2::aph

b———— 1,436Kb —H

S. clavuligerus oppA2::aph AhImE

Figura 3.33. Esquema de la formacion del mutante Ah/mE mediante doble recombinacién. En la
imagen se presenta un esquema de la recombinacién positiva entre el cdsmido D7-8 AhImE y el
genoma de S. clavuligerus. Las aspas indican cada evento de recombinacién. Se sefialan en gris
los genes de resistencia a antibidticos que van a permitir la seleccion de los exconjugantes:
acc(3)IV (gen de resistencia a apramicina), neo (gen de resistencia a kanamicina) y bla (gen de
resistencia a ampicilina). También se muestran los tamarios, tanto del gen a delecionar como del

inserto sustituyente del mismo.

Tras la conjugacion de E. coli ET13567/pUZ8002/D7-8 AhImE con la cepa S. clavuligerus
oppA2::aph, se obtuvieron seis exconjugantes que se analizaron mediante PCR con los
cebadores anteriormente indicados para la comprobacién de los césmidos recombinantes y
también fueron comprobados mediante hibridacién de tipo Southern (ver apartado 2.14), la
cual fue llevada a cabo usando cebadores que anillan en secuencias corriente arriba y corriente
abajo al gen himE (Ext-Dir-88 y Ext-Rev-88). El patréon de hibridacion observado en cada
digestion de ADN gendmico de tres de los exconjugantes fue el esperado para la doble
recombinacidn y diferente al de la cepa silvestre. Los otros tres exconjugantes poseian las dos
bandas, tanto la silvestre como la mutante, por lo que habian sufrido un proceso de
recombinacidon simple y eran portadores tanto del gen silvestre como de la resistencia

sustituyente (figura 3.34).
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Figura 3.34. Comprobacion de la delecion de AhImE en S. clavuligerus oppA2::aph mediante
hibridacion tipo Southern. En la imagen se muestran los patrones de hibridacién de ADN total
digerido con Ncol de los mutantes delecionados Ah/mE (4, 7, 12, 13, 30 y 38) en comparacion
con la cepa parental S. clavuligerus (WT) utilizando como sonda un fragmento amplificado
mediante PCR usando como cebadores Ext-Dir-88 y Ext-Rev-88. A la derecha de la imagen se
indican los tamafios de las bandas de hibridacidon. EI marcador de tamafio molecular (M)

corresponde al DNA Molecular Weight Marker Il, Digoxigenin-labeled.

¢ Produccién de holomicina en S. clavuligerus oppA2::aph AhImE
Con el fin de determinar si el gen himE ejerce alguna funcidn sobre la biosintesis de
holomicina en S. clavuligerus se llevd a cabo el andlisis de la produccion de holomicina en la

cepa S. clavuligerus oppA2::aph AhimE.

El crecimiento de las cepas S. clavuligerus oppA2::aph AhImE, S. clavuligerus
oppA2::aph (super productora de holomicina) y S. clavuligerus ATCC 27064 (no productora de
holomicina), se desarrollé en medio definido SA. Se tomaron muestras a las 24, 36, 48, 60 y 72

horas para poder observar diferencias de produccidn en el tiempo.

La figura 3.35 muestra el bioensayo frente a M. luteus realizado con las muestras
tomadas a las 48 horas .Se observa la ausencia de produccidon de holomicina en los dobles
recombinantes obtenidos (4, 13 y 30) y la producciéon del compuesto en los simples

recombinantes (7, 12 y 38).

En el anadlisis mediante HPLC (figura 3.36) se analizé la produccién tan sélo de los

dobles recombinantes (4, 13 y 30) junto con la cepa silvestre y la cepa sobre productora de

holomicina.
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AhImE(4) AhImE(13) AhImE(7)
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L )

Figura 3.35. Bioensayo frente a Micrococcus luteus ATCC 9341. En la imagen se muestran los
distintos pocillos del bioensayo con el nombre de las distintas cepas en la parte superior en
recuadros amarillos. Las cepas analizadas corresponden a S. clavuligerus oppA2::aph (AoppA2),

la cepa silvestre (WT) y los distintos exconjugantes delecionados (AhImE (X)).
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Figura 3.36. Cromatograma de las distintas cepas a las 48 horas. En los recuadros se muestra el nombre de la cepa

y el color del cromatograma que le corresponde. La flecha negra indica el pico correspondiente a la holomicina.

¢ Complementacion de la cepa S. clavuligerus oppA2::aph AhImE
La construccion de complementacion se realizé en el vector pMS82, plasmido
integrativo conjugativo que presenta las resistencias a higromicina (hyg) necesaria para la

seleccién de los mutantes. El gen himE, junto con su regidon promotora nativa (ver apartado
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3.4.2), se obtuvo mediante la digestion amplific6 mediante PCR empledndose para ellos los
cebadores Dir-comp89 y Rev-comp89, obteniéndose un fragmento de 3453 pb. Estos
cebadores presentan en sus colas 5 sendos sitios de restriccion Hindlll, lo que permitié la
insercién del producto de PCR en el sitio Hindlll presente en el plasmido pMS82. Se obtuvo asi
la construcciéon pMS82+himE (figura 3.37.), que finalmente se introdujo mediante conjugacion
en la cepa S. clavuligerus oppA2::aph AhImE, obteniéndose la cepa S. clavuligerus oppA2::aph
AhImE pMS82+himE. Para corroborar la presencia de este fragmento de PCR en el genoma de
los ex conjugantes, se llevd a cabo una hibridacion de Southern, en la que el ADN gendémico
digerido con Hindlll se hibridé con una sonda (marcada con digoxigenina) consistente en el
mismo fragmento de PCR que se empled para llevar a cabo la construccién de
complementacion.

himE D C B

| —) S W S—

i

———————

PCR
Integrasa
Hindlll Hindlll
aac3(v)
4\\# dIII (1299)
mn 1
pMS82 9
6351bp
anp/ Digestion del vector e
OriTA inserto con Hindlll
< - Higromicina
Ligacién y Transformacion
Integrasa
aac3(IVv)
HindIII (1520)
atp__ &
OriT/.
pMS82 + himE
9804 bp
F?\ —__himE
Higromicina>¥
HindIl (5015)

Figura 3.37. Esquema del proceso de construccion del plasmido pMS82+himE. Los sitios de
restriccion Hindlll situados en los extremos del producto de PCR fueron introducidos en el

disefio de los cebadores.
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Se obtuvieron cinco exconjugantes positivos con los que se llevod a cabo el andlisis de la
produccién de holomicina. El crecimiento de todas las cepas, tanto de los dos clones S.
clavuligerus oppA2::aph AhImE pMS82+himE, la cepa S. clavuligerus oppA2::aph (super
productora de holomicina) y la cepa silvestre ATCC 27064 (no productora de holomicina), se
desarrollaron en medio definido SA. Se tomaron muestras a las 24, 36, 48, 60 y 72 horas para

poder observar diferencias de produccion en el tiempo.

Los bioensayos realizados frente a M. luteus, y el analisis mediante HPLC, revelaron
que la introduccién de una copia de himE bajo el control de su promotor nativo en la cepa S.
clavuligerus oppA2::aph AhImE no provoca la restauracion de la produccidon de holomicina en
la cepa resultante (S. clavuligerus oppA2::aph AhImE pMS82+hImE). Esto puede ser debido a
que en el disefio del ReDirect, al seleccionar los nucleétidos por arriba del codén de inicio, se
incluyé parte de la regién promotora del gen himE, mas concretamente la posible caja -10. Por
este motivo al complementar el gen en otra region del genoma de la cepa S. clavuligerus
oppA2::aph AhImE, siguen sin transcribirse los genes hImD-B que se co-transcriben junto a

himE segin hemos comprobado mediante la técnica RACE (ver apartado 3.4.2).

3.5. Expresion heterdloga de la agrupacion him

La expresion heterdloga de grupos de genes biosintéticos es una herramienta
ampliamente usada para la deteccién de agrupamientos génicos implicados en la biosintesis de
metabolitos secundarios. La clonacidon con éxito de una agrupacion de genes biosintéticos
entera puede ser verificada mediante su expresiéon heterdloga en un huésped que
originalmente no produce el compuesto deseado. La acumulacidon del producto natural
deseado en un huésped heterdlogo da evidencia de que todos los genes necesarios para su
biosintesis se encuentran en esa agrupacidn génica introducida, pudiéndose también
encontrar los genes para su regulacion y resistencia. Por otro lado, la expresion heterdloga

ofrece un gran potencial de obtencion de nuevos compuestos por ingenieria metabdlica.
La agrupacion him para la biosintesis de holomicina no esta presente en el genoma de

S. coelicolor, por lo que un mutante no productor de antibidticos de esta especie de

Streptomyces podria permitir la produccién heteréloga de la holomicina.
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Por estos motivos, otro de los mecanismos utilizados para corroborar que la
agrupacion him era la auténtica responsable de la biosintesis de holomicina en S. clavuligerus,
fue la expresién de dicha agrupacién en la cepa no productora de holomicina Streptomyces

coelicolor M1154 (Gomez-Escribano y Bibb, 2011).

3.5.1. Construccion del plasmido pVR-hol para la expresion heteréloga

de la agrupacion him en S. coelicolor M1154

Una construccion eficaz para la expresion heterdloga requiere como elementos
indispensables una integrasa (int), un gen de resistencia a tetraciclina (tetR), un sitio de
integracion att del fago $C31 y un origen de transferencia (OriT), todos ellos presentes en el
vector pFL1272, plasmido derivado del vector plJ787 (Eustaquio et al., 2005), (cedido por el Dr.
Felipe Lombo de la Universidad de Oviedo). El vector pFL1272 se digirié con Xbal para aislar un
fragmento de casi 7 kb que contiene el casete de integracidn (figura 3.38). Tras un paso de
semi-rellenado TC de los extremos se generaron los extremos compatibles para llevar a cabo
su ligaciéon al cdsmido linealizado y semirrellenado AG, obteniéndose la construccidon pVR-hol.
La transformacién de pVR-hol produjo la cepa de E. coli DH5a pVR-hol, resistente a kanamicina
y tetraciclina. Una vez comprobada que la construccidn obtenida era la correcta, el cdsmido
resultante (pVR-hol) se introdujo en la cepa conjugativa E. coli ET12567 [pUZ8002] que se

conjugé con esporas de S. coelicolor M1154.
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Figura 3.38. Esquema del proceso de construccion del plasmido pVR-hol.

Se obtuvieron 7 exconjugantes resistentes a kanamicina que fueron comprobados

mediante PCR. En primer lugar, mediante la amplificacién de un fragmento de 998 pb a partir

de los cebadores sense PRM y antisense PRM, se comprobd que los transformantes tuvieran la

agrupacion him (figura 3.39). En segundo lugar, se comprobd que estos transformantes eran

realmente derivados de la cepa S. coelicolor M1154 y no una contaminacion con cepas de S.

clavuligerus y en funcion de la diferente organizacion de la region argG en ambas cepas (Flett
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et al., 1987; Rodriguez-Garcia et al., 1995), se disefiaron los cebadores UpG-Sco-F y UpG-Sco-R
gue amplifican una region entre gabD-argG en S. coelicolor de 2071 pb y los cebadores UpG-
Scl-F y UpG-Scl-R que amplifican una regidon argG-argH de 1562 pb en S. clavuligerus (figura
3.40).

M WT 18 17 15 13 12 11 7 M

998 pb

Figura 3.39. Comprobacion mediante PCR de la region himA de los transformantes S. coelicolor
M1154 pVR-hol obtenidos. En la imagen se muestran los patrones de ADN total amplificado de
los mutantes transformados con el plasmido pVR-hol (7, 11, 12, 13, 15, 17 y 18) en comparacién
con la cepa S. clavuligerus ATCC 27064 (WT) utilizando los cebadores sense PRM vy antisense
PRM que amplifican la region del gen himA. A la derecha de la imagen se indica el tamafio de la
banda amplificada. El marcador de tamafio molecular (M) corresponde al ADN del fago A

digerido con Pstl.
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Figura 3.40. Comprobacion de los transformantes S. coelicolor M1154 pVR-hol obtenidos
mediante PCR de la region argG. En la imagen superior se muestra un esquema de la
organizacion gendmica para el gen argG y alrededores tanto en la cepa S. coelicolor (parte
superior) como para S. clavuligerus (parte inferior). Se muestran indicados los cebadores
utilizados asi como el tamafio que amplifican En la imagen inferior se muestran los patrones de
ADN total amplificado de los mutantes transformados con el plasmido pVR-hol (7, 11, 12, 13, 15,
17 y 18) en comparacion con la cepa S. clavuligerus ATCC 27064 (WT1) y la cepa S. coelicolor
M1154 (WT2). Para ello se han utilizando los cebadores: en los carriles denominados como A:
UpG-Scl-F y UpG-Scl-R que amplifican una regién argG-argH de 1562 pb en S. clavuligerus, y
como B: UpG-Sco-F y UpG-Sco-R que amplifican una region entre gabD-argG en S. coelicolor de
2071 pb. A la derecha de la imagen se indican los tamafios de las bandas amplificadas. El

marcador de tamafio molecular (M) corresponde al ADN del fago A digerido con Pstl.

3.5.2. Expresion y andlisis de la agrupacion him en S. coelicolor M1145
Con el fin de determinar si la agrupacion him incluida en el plasmido seria capaz de
llevar a cabo la biosintesis de holomicina en esta cepa se realizd el analisis de la produccién de

holomicina en la cepa S. coelicolor M1145 pVR-hol.

El crecimiento de las cepas S. coelicolor M1145 pVR-hol, S. clavuligerus oppA2::aph

(super productora de holomicina) y S. coelicolor M1145 (no productora de holomicina ni de
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ningun otro compuesto pigmentado ni con actividad frente a M. luteus), se desarrollaron en
medio definido SA. Se tomaron muestras a las 24, 36, 48, 60, 72 horas para poder observar

diferencias de produccién en el tiempo.

La figura 3.41 muestra el bioensayo a las 72 horas frente a M. luteus donde se
determind la presencia de produccidn de holomicina en dos de los transformantes obtenidos

(11y18).

M1154-pVR-hol 48h

\

0ppA2 48h OppA2 72h

\ M1154 48h \ M1154 72h

"4 N\

M1154-pVR-hol 72h

\

Figura 3.41. Bioensayo frente a M. luteus ATCC 9341. En la imagen se muestran los distintos
pocillos del bioensayo con el nombre de las distintas cepas en blanco. Las cepas analizadas
corresponden a S. clavuligerus oppA2::aph (oppA2), la cepa silvestre S. coelicolor M1154
(M1154) y los distintos transformantes S. coelicolor M1154 pVR-hol (M1154 pVR-hol). Marcados
con circulos rojos se indican los dos pocillos que dieron resultado positivo y que pertenecen a los

transformantes 11y 18.

Al ser todos los clones iguales genéticamente deberian comportarse de la misma
manera en cuanto a la produccién de holomicina, por lo que las diferencias vendrian dadas en
la cantidad de producto y por ello se procedid a concentrar el caldo de cultivo de cada clon de
S. coelicolor M1154 pVR-hol obtenido y volver a analizar su actividad frente a M. luteus. Al
concentrar los caldos de cultivo estos poseian actividad contra M. luteus (figura 3.42) que no

estaba presente en la cepa parental de S. coelicolor M1154.
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Figura 3.42. Bioensayo frente a M. luteus ATCC 9341. En la imagen se muestran los extractos de
los caldos concentrados 800 veces de las cepas S. coelicolor M1154 (1) y S. coelicolor M1154
pVR-hol (en la imagen sélo se muestra el concentrado del clon nimero 7) (2), y un estandar de

holomicina pura (20 pg) (H).

Esta produccion también se analizé mediante HPLC acoplada a espectrometria de
masas (colaboracion personal con el Dr. Alfredo Braiia de la Universidad de Oviedo) donde
identificd el compuesto producido por la cepa S. coelicolor M1154 pVR-hol como holomicina
(figura 3.43). Como se observa en la figura 3.42, el correspondiente caldo concentrado de la
cepa S. coelicolor M1154 carecia de este pico. La espectrometria de masas del pico putativo de
holomicina permitio la deteccidn de fragmentos de masa de 171,67, 215,07 y 231,06, idénticos

a los encontrados en el estandar.
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Figura 3.43. Cromatograma de la produccion de las distintas cepas y del estandar de
holomicina. En la imagen se muestra la cepa S. coelicolor M1154 (panel superior), S. coelicolor
M1154 pVR-hol (panel medio), y el estdndar de holomicina 1 pg (panel inferior). En los dos
recuadros de la derecha de la imagen se muestra el andlisis de los espectros de masas del

compuesto.
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Si bien los diferentes métodos analiticos confirmaron la produccidon de holomicina en
la cepa S. coelicolor M1154 pVR-hol, la cantidad del compuesto detectado era
sorprendentemente bajo, en el orden de 500-550 veces menor que la de la cepa super
productora S. clavuligerus oppA2::aph. Esto podria ser debido a la falta de crecimiento de la
cepa S. coelicolor M1154 pVR-hol o a la falta de suficientes precursores en S. coelicolor para
producir este compuesto. En nuestro laboratorio otros transformantes de S. coelicolor que
llevan cdsmidos con fragmentos de ADN heterdlogos no se vieron afectados en el crecimiento.
Por este motivo, la reduccién en el crecimiento de S. coelicolor M1154 pVR-hol puede
explicarse por su sensibilidad a la holomicina formada. Para probar esta hipodtesis, todas las
cepas utilizadas en este trabajo fueron cultivadas en placas de SA que contenian cantidades
crecientes de holomicina pura (1-100 pg/ml). Tanto la cepa silvestre de S. clavuligerus ATCC
27064 y la cepa super productora de holomicina S. clavuligerus oppA::aph fueron capaces de
crecer en presencia de 100 ug/ml de holomicina, aunque a simple vista el crecimiento de S.
clavuligerus oppA::aph, incapaz de producir micelio aéreo, parece menos abundante (figura

3.44).

Figura 3.44. Prueba de sensibilidad a la holomicina de las distintas cepas en medio SA. En la imagen de la izquierda
se muestra la placa control sin holomicina y en la imagen de la derecha la placa suplementada con 100 pg/ml de
holomicina. Las cepas corresponden a S. clavuligerus oppA::aph (1), S. coelicolor M1154 pVR-hol (2), S. clavuligerus

ATCC 27064 (3) y S. coelicolor M1154 (4).

Curiosamente, las cepas de S. coelicolor M1154 crecieron bien hasta 50 pg/ml de

holomicina pero fueron inhibidas por 100 pug/ml, es decir, las cepas de S. coelicolor son mas
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sensibles a holomicina y la agrupacién him insertada en S. coelicolor no aumenta la resistencia

a este compuesto.
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4. RESULTADOS Y ANA”S'S | (Riboswitch en S. clavuligerus)
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4.1. Introduccion

Como hemos visto en capitulos anteriores, la holomicina consta de dos unidades de
cisteina y, dado que este aminodcido se forma a partir de la metionina, decidimos estudiar si
existe en S. clavuligerus un fenémeno de riboswitch en el gen metE, similar al detectado en S.
coelicolor (Vitreschak et al., 2003; Borovok et al., 2004), y si este mecanismo podria afectar a la

produccién de antibidticos en S. clavuligerus.

El objetivo de esta parte del trabajo es la demostracidon del mecanismo de riboswitch
mediado por coenzima B12 (adenosilcobalamina) que se produce en el gen de Streptomyces
qgue codifican la metionina sintasa MetE independiente de B12. MetE cataliza la transferencia

de un grupo metilo de *N-metiltetrahidrofolato (CHs-H, folato) a L-homocisteina.

En el genoma de Streptomyces metE y metH codifican dos isoenzimas de metionina
sintasa, lo que indica la flexibilidad metabdlica y adaptacidon eficiente de estas bacterias a su
entorno. La isoenzima metH depende de la coenzima B12 para llevar a cabo su actividad,
mientras que la isoenzima metE no requiere B12. En S. clavuligerus, la regién 5'-UTR del gen
metE, que codifica una metionina sintetasa independiente de B12, contiene un riboswitch

mediado por B12.

La secuencia determinada para este riboswitch es similar a las secuencias de los
riboswitches mediados por B12 en diversas bacterias (figura 4.1) (Vitreschak et al., 2003;
Borovok et al., 2006). La secuencia consenso para los riboswitches mediados por B12 consiste
en una secuencia corta bien conservada llamada “caja B12” y un conjunto de palindromos que

dan lugar a bucles de horquilla distribuidos a lo largo de la secuencia (Vitreschak et al., 2003).
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P1 P2 P2’ P3 P3 P4 PA P5

5CO_metE 1 cccgtgecagoctggttogeccc-——-gLoccgc-cagyg--—Ccgggat-gogtcgcaagagggaacoccggtgggaatecgggactigecocogocagoggtgageg
SCL _metE 1 ccggtgeoagetggttegecece-——-gtccgo-caga--—-cgggt--gogtcgtaagagggaacoeggtgggaateegggactgeccegeagoggtgageg
SAV metE 1 gtggtgcagectggrtegocce----gtocgo-cagg---cgggag-gogtcgtaagagggaacceggorgggaatecgggactgeccogeagoggtgagtg
SCGR metE 1 ccggtgeagctggttegeecct-——-gtcocge-cagg---cagg---gtgtcgecaagagggaacceggtggaaateegggactgeccegeageggtgagtg
P& P7 PT P&’
5CO_metE %2 ggaacgaccgccgteatacgcactgggecegacg---tacecgggocegggaagogacggecagtaggtgtoctocgga-——————————— caggyagygtgy
SCL_metE 31 ggaacgaccgeegteatacgeactggotecog-——---— gagggcctgggaagogacggecagtaggtgtoogoccggagaac--——gotccggcggotgt
SAV metE 52 ggaacgaacgctgteatacgcactgggeccaa-------—aaggoccgggaagogacggocagtaggtgtoctocgta————————————| cggagggcgt
SGR_metE 30 ggaacgaccgeegteatacgeactgggecegg-—-—---— acgggtctgggaagegacggecactaggtgtetgee-—-——-————-—————- oggcagacgt

P5 caja B12 P1’
SCO_metE —acetgoccgogogoggaccgttoogtgcgoggyacatcc-cggtgacctcgagggc—gggtcggcgtacacatcgga
SCL_metE -cgttgococgtacacggacccagtgocgggtacggatatcoggtgacctogtgggc-gggtocggcgttocataccagy
SAV metE -cgotgeccgtgogocg-accgtte-gogeogoggacatoco-cggtgacctocgtgggc—gggtoggocgtgcatacctga
SGR_metE -cgotgeccgocacgocg-accgttc-gogtgoggagatoct-cggtgacctocgtgggc—-gggtecggegtaaccgtcagy

5CO metE 275 cagaacggccgtgoctggtocgcacggagtcgaagocgtccggttogtcgttoccticgogotctogtococgtcocccgggatct——cagggattcat-cte
5CL metE 278 cgga-cgaccgcgocttg-cogcgocgaggtogtacococgtocggttogtcac-cocttegegtoctegtecegtegoecgggttct-—cagggattoat-cte
SAV metE 267 cgga-cgaccgcgocttg-cogogcg-ggtocggotcogtoccggtcocgtcac-cecttegogotocgogtecegtecc-gggatect——cagggacacat—-cto
SGR:metE 263 tgga-cggacacggttcg-acgtgtcocccgatg--tecegeccgacgegteat-cocttegegtecocgegtecegtecc-ggggtectgtcatgeoagacacgete

SCO_metE 373 GCGAAGGAGatctccGIG
SCL metE 373 GCCAAGGAGatctccGTs
SAV metE 360 GCGAAGGAGagatccGIG
SCGR_metE 358 GCGAAGGAGagtcacETd
RBS metE>»

Figura 4.1. Alineamiento de las secuencias pertenecientes al riboswitch mediado por B12 en el gen metE de
distintos Streptomyces. Las abreviaturas que se muestran a la izquierda de la imagen se corresponden con:
SCO_metE >S. coelicolor (SCO0985), SCL_metE—> S. clavuligerus (SCLAV_p0930), SAV_metE->S. avermitilis
(SAV2046) y SGR_metE—~> S. griseus (SGR_1212). La secuencia consenso de 18 pares de bases para la caja B12 esta
recuadrada en color rojo. Las secuencias pertenecientes a los palindromos de P1/P1’a P7/P7" estan subrayadas en
negro. Los guiones entre bases indican regiones variables. RBS indica la zona de unidn al ribosoma. La flecha negra

indica la direccidn y el inicio del gen metE.

4.2. Andlisis de la expresion génica de metH y melE en .

clavuligerus

Con el fin de comprobar la presencia y funcionalidad de los genes metH y metE en S.
clavuligerus, se llevaron a cabo experimentos de PCR y de RT-PCR a tiempo final,

respectivamente.

4.2.1. Andlisis génico de metH y metE en las cepas de S. clavuligerus

Para averiguar la existencia o no de los genes metH y metE en las dos cepas de S.
clavuligerus (la cepa silvestre ATCC 27064 y la cepa super productora de holomicina
oppA2::aph), se llevaron a cabo experimentos de PCR. Se usaron como cebadores RT-Di-metH
y RT-Re-metH, que amplifican una regién interna del gen metH de 436 pb, y los cebadores RT-
Di-metE y RT-Re-metE que amplifican una regién interna del gen metE de 460 pb. Como se
puede observar en la figura x.x, ambos genes existen en la cepa silvestre ATCC 27064. El

resultado indica, en cambio, que en la cepa oppA2::aph no existe el gen metE (figura 4.2).
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A) metH B) metE

M oppA2 WT

|

Figura 4.2. Comprobacién mediante PCR de la existencia de los genes metH y metE en S.
clavuligerus ATCC 27064 (WT) y en S. clavuligerus oppA2::aph (oppA2). A) metH: se muestra la
imagen que corresponde al analisis del genoma de ambas cepas para el gen metH con los
cebadores especificos RT-Di-metH y RT-Re-metH que amplifican 436 pb. B) metE: se muestra la
imagen que corresponde al andlisis del genoma de ambas cepas para el gen metE con los
cebadores especificos RT-Di-metE y RT-Re-metE que amplifican 460 pb. El marcador de tamafio

molecular (M) corresponde al ADN del fago A digerido con Pstl.

La ausencia del gen metE en la cepa oppA2::aph es debido a que este gen en la especie
S. clavuligerus se encuentra situado en el megaplasmido pSCL4 y la cepa oppA2::aph carece de
él (Alvarez-Alvarez et al., 2013). Debido a este resultado se decidié seguir con los experimentos

usando tan sélo la cepa silvestre ATCC 27064.

4.2.2. Andlisis de la expresion génica de metH y metE mediante RT-PCR a

tiempo final

Con el fin de comprobar la existencia de expresidén génica de los genes metH y metE en
S. clavuligerus ATCC 27064, se llevaron a cabo experimentos de RT-PCR a tiempo final (ver

apartado 2.20 de materiales y métodos).

Se extrajeron muestras de ARN a las 24, 36 y 48 horas de un cultivo de S. clavuligerus
ATCC 27064 crecido en medio SA. El empleo de la técnica de RT-PCR para el anilisis
transcripcional requirié parejas de oligonucleétidos que amplificaran las regiones de ambos
genes. Nuestro objetivo era visualizar la expresién de los genes en la cepa silvestre S.

clavuligerus ATCC 27064. Se usaron como cebadores RT-Di-metH y RT-Re-metH, que amplifican
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una region interna del gen metH de 436 pb, y los cebadores RT-Di-metE y RT-Re-metE que
amplifican una region interna del gen metE de 460 pb. Las pruebas de RT-PCR se realizaron a

40 ciclos. Como se puede observar en la figura 4.3, ambos genes se expresan en dicha cepa.

A) metH B) metE
Control Control
ADN WT M ADN

=1 -
-

—

Figura 4.3. Andlisis de la expresion génica de los genes metH y metE en S. clavuligerus ATCC

27064. A: imagen que corresponde al analisis mediante RT-PCR del gen metH con los cebadores
especificos RT-Di-metH y RT-Re-metH que amplifican 436 pb. B: imagen que corresponde al
andlisis mediante RT-PCR del gen metE con los cebadores especificos RT-Di-metE y RT-Re-metE
que amplifican 460 pb. Sélo se muestra la amplificacién a las 48 horas (WT) y un control con
ADN de la cepa silvestre (Control ADN). El marcador de tamafio molecular (M) corresponde al

ADN del fago A digerido con Pstl.

Gracias a esta técnica podemos hacer una aproximacién relativa y concluir que la
expresion del gen metE es menor que la expresién del gen metH. Pero hay que hacer esta
aproximacién con cautela, ya que la técnica de RT-PCR es una PCR a tiempo final no
cuantitativa, donde la intensidad de la banda del producto amplificado no depende sdlo de la
cantidad de molde inicial, sino de otros factores como la eficiencia de los oligonucleétidos y
de la reaccién de amplificacidn. En nuestro caso esta aproximacién es suficiente ya que lo que

qgueriamos observar era si ambos genes se expresaban en S. clavuligerus ATCC 27064.

4.3. Andlisis del gen metH en S. clavuligerus

Una vez determinada la existencia y la capacidad de expresion de ambos genes metHy

metE, se procedié comprobar un posible efecto riboswitch sobre el gen metE mediado por
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vitamina B12. Para ello se llevd a cabo la construccién de la cepa delecionada en el gen metH

(Vitreschak et al., 2003; Borovok et al., 2004).

Ya que la inactivacion de los genes se estaba llevando a cabo mediante el método del
ReDirect® (Gust et al., 2002) (ver apartado 2.18 de materiales y métodos), el siguiente paso era
la localizaciéon del gen metH en un césmido de la genoteca de S. clavuligerus previamente

construida (ver apartado 3.2 de resultados y discusion).

4.3.1 Busqueda del gen metH en la genoteca de S. clavuligerus ATCC
27064

Para crear una sonda especifica con la que rastrear la genoteca se disefid (programa
Vector NTI Advance™ de Invitrogene™) la pareja de cebadores sonda-Di-metH y sonda-Re-

metH que amplificara mediante PCR un fragmento de 949 pb interno a metH al que

denominamos como sonda metH.

Antes de realizar el rastreo, se comprobd la especificidad de los cebadores sonda-Di-
metH y sonda-Re-metH con los que se obtuvo una sola banda del tamafio esperado (949 pb)
para S. clavuligerus mientras que utilizando ADNt de E. coli como molde el resultado fue
negativo (figura 4.5). Dicho fragmento se clond en el vector pGEM®-T easy (Promega) y se
secuencié utilizando los cebadores universales SP6 y T7 y los propios cebadores utilizados para

su amplificacidn para verificar su identidad.

La sonda de hibridacién metH utilizada en el rastreo mediante hibridacién de colonias
in situ se obtuvo por amplificacién directa de ADNt de S. clavuligerus y posterior purificacion y
marcaje con digoxigenina. Mediante el rastreo de la placa Master Total se detectaron cuatro
pocillos positivos que correspondian con las posiciones en la membrana: B2, C7, D8 y E7 (figura

4.4).
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Figura 4.4. Rastreo de la placa Master Total mediante hibridacion de colonias in situ. Se
muestra la membrana ya hibridada y revelada donde las posiciones positivas aparecen
resaltadas con un circulo y marcadas con la localizacion correspondiente a la placa de

microtitulacién.

Una vez detectadas las posiciones positivas de la placa Master Total (MT), con 18
clones cada una; el segundo paso del rastreo consiste en la deteccién de los césmidos
positivos. Los clones positivos se detectaron mediante PCR (ver apartado 2.10 de materiales y
métodos) de colonias (extraccion del ADN mediante hervido de las colonias) utilizando los
cebadores sonda-Di-metH y sonda-Re-metH. Asi, finalmente se localizdé un césmido que porta
al menos esa regién del genoma de S. clavuligerus y que corresponde con la posiciéon B2-13
(figura 4.5). En este caso los otros tres positivos encontrados en la hibridacidn in situ de la

membrana resultaron ser falsos positivos.

M Eco Sclav B2-13

=1

— - 949 pb

Figura 4.5. Resultados del rastreo del gen metH en la libreria génica de S. clavuligerus ATCC
27064. Comprobacion de la especificidad de los cebadores sonda-Di-metH y sonda-Re-metH

con los que se obtuvo una sola banda del tamafio esperado (949 pb) para S. clavuligerus (Sclav)
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mientras que utilizando ADNt de E. coli (Eco) como molde el resultado era negativo.
Comprobacion mediante PCR del clon que dio positivo (B2-13). La banda amplificada presenta el

tamarfio esperado de 949 pb. M: marcador de peso molecular A pstl.

Para determinar el tamafio del fragmento presente en el cdsmido se llevo a cabo la
secuenciaciéon de los extremos de los fragmentos de ADN incorporados en el cdsmido positivo
con el fin de determinar la posiciéon del gen metH en dicho fragmento. La secuenciacion se
realizd con los cebadores T3 y T7 (figura 4.6), los cuales hibridan en los extremos del césmido
permitiendo secuenciar los extremos del fragmento incorporado. Como molde se utiliz6 ADN
cosmidico aislado mediante lisis alcalina y purificado con el kit comercial QIAEX® Il Gel

Extraction Kit.

— - — -

< > Gmmmmen > <
31,9kb 4,8 kb

Figura 4.6. Fragmento del genoma de S. clavuligerus incorporado en el césmido B2-13. El gen metH se indica en
color rojo mientras que el resto de genes pertenecientes al genoma de S. clavuligerus se representan en color
morado. Las flechas continuas indican las zonas de secuenciacién (T3 a la izquierda de la imagen y T7 a la derecha).
Las flechas discontinuas indican el tamafio de las zonas a la derecha y a la izquierda del gen metH. El fragmento

incorporado en el césmido B2-13 mide un total de 40,3 kb.

La situacion del gen metH dentro del fragmento incorporado en el césmido es la

apropiada para poder llevar a cabo la delecién génica mediante el método del ReDirect.

4.3.2. Caracterizacion funcional del gen metH

¢ Inactivacion del gen metH
El gen metH (3525 pb) codifica una proteina de 1174 aminodacidos que contiene
distintos dominios tanto de unién a vitamina B12 como de metiltransferasa. Fue anotado
inicialmente en la base de datos del StrepDB (http://strepdb.streptomyces.org.uk) como
SCLAV_0875, y como SSCG_ 05781 en la base de datos del Broad Institute

(https://olive.broadinstitute.org).

Para la obtencién del mutante AmetH se disefiaron los cebadores especificos ReD-Di

metH y ReD-Re metH empleados en reacciones de PCR con una polimerasa de alta fidelidad de
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copia, GoTaq® sobre una banda Hindlll/EcoRI del plasmido plJ773 de 1382 pb como ADN
molde. Se comprobdé mediante electroforesis en agarosa la inexistencia de bandas
inespecificas, por lo que el producto de PCR (1436 pb) fue purificado directamente desde la

solucidn con el kit comercial GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit.

Posteriormente, este producto de PCR se utilizd para la sustitucion del gen metH
localizado en el césmido B2-13 mediante recombinacién doble entre el cdsmido y el producto
de PCR en la cepa de E. coli BW25113/plJ790 previamente habia sido transformada con el
césmido B2-13 de la libreria génica de S. clavuligerus. Se analizé mediante electroforesis en
agarosa que las colonias obtenidas habian incorporado correctamente el césmido (si el
césmido contiene zonas homologas es posible que se produzcan eventos de recombinacién en

el mismo) y la presencia del plasmido plJ790 (esencial para el proceso de recombinacién).

Las colonias de E. coli BW25113/plJ790/B2-13 fueron electroporadas con 100-200 ng
del producto de PCR, siguiendo los parametros descritos en materiales y métodos (ver
apartado 2.18.5). Las colonias en las que se produjo la sustitucién del gen metH por el casete
de resistencia se seleccionaron por resistencia a apramicina (figura 4.7). Las construcciones
obtenidas se analizaron mediante PCR utilizando dos cebadores externos al gen a delecionar
Ext-Dir-metH y Ext-Rev-metH y otra pareja, como control formada por un cebador interno al
gen de resistencia a la apramicina Apratotal y otro externo al gen metH (Ext-Rev-metH). La PCR
de comprobacién realizada con los cebadores externos debe resultar en una banda de un
tamafio menor en los césmidos recombinantes (AmetH) respecto al césmido silvestre,
mientras que la amplificacidn a partir de los cebadores control, sélo se debe amplificar sobre

los césmidos recombinantes.
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Figura 4.7. Esquema de la recombinacion en la formacién del mutante AmetH. En la imagen se
presenta un esquema de la recombinacidn positiva entre el cdsmido B2-13 AmetH y el genoma
de S. clavuligerus. Las aspas indican cada zona de recombinacidn. Se sefialan en gris los genes de
resistencia a antibidticos que van a permitir la seleccion de los exconjugantes: acc(3)IV (gen de
resistencia a apramicina), neo (gen de resistencia a kanamicina) y bla (gen de resistencia a
ampicilina). También se muestran los tamafios, tanto del gen a delecionar como del inserto

sustituyente del mismo.

Tras la conjugacion de E. coli ET13567/pUZ8002/B2-13 AmetH con S. clavuligerus ATCC
27064, se obtuvieron cinco exconjugantes resistentes a apramicina que se caracterizaron
mediante PCR (con los cebadores anteriormente indicados) y mediante hibridacidon de
Southern (ver apartado 2.14), usando cebadores que anillan en secuencias corriente arriba y
corriente abajo al gen metH (Ext-Dir-metH y Ext-Rev-metH). El patrén de hibridacion
observado en cada digestién de ADN gendmico de los exconjugantes fue el esperado para la

doble recombinacién y diferente al de la cepa silvestre (figura 4.8).
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Figura 4.8. Comprobacién mediante hibridacion Southern de la delecion de AmetH en S.
clavuligerus ATCC 27064. En la imagen se muestran los patrones de hibridacion de ADN total
digerido con Ndel de los mutantes delecionados AmetH (9, 7, 4, 2 y 1) en comparacién con la
cepa parental S. clavuligerus ATCC 27064 (WT) utilizando como sonda un fragmento amplificado
mediante PCR usando como cebadores Ext-Dir-metH y Ext-Rev-metH. A la derecha de la imagen
se indican los tamarfos de las bandas de hibridacién. El marcador de tamafio molecular. (M)

corresponde al DNA Molecular Weight Marker I, Digoxigenin-labeled.

¢ Efecto de la adicion de B12 en los mutantes S. clavuligerus AmetH
Para evaluar el efecto de la vitamina B12 en el crecimiento de los mutantes, la cepa S.
clavuligerus ATCC 27064 y los cinco clones AmetH se sembraron en diferentes condiciones:
medio sélido SA, en medio SA suplementado con vitamina B12 y en SA suplementado con

vitamina B12 y metionina (figura 4.9).
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Figura 4.9. Efecto de la vitamina B12 en el crecimiento de S. clavuligerus AmetH. B: crecimiento
en placa de medio sdélido SA. C: crecimiento en placa de medio sélido SA suplementado con
vitamina B12 (50 ng/ml). D: crecimiento en medio sélido SA suplementado con vitamina B12 (50
ng/ml) y metionina (40 mg/ml). En el panel A se indica el orden de siembra de las cepas, siendo

WT la cepa silvestre.

Como se aprecia en la figura x.x, tanto la cepa silvestre ATCC 27064 como los mutantes
AmetH crecieron correctamente en medio sélido SA. Esto confirma que el gen metE se expresa

lo suficiente para el crecimiento de esta bacteria sea normal.

El efecto de la vitamina B12 en el crecimiento de los mutantes AmetH es claro, ya que
se observa una falta de crecimiento. Sélo aparecen colonias aisladas ocasionales capaces de
crecer, especialmente en los mutantes 4 y 7, que podrian corresponder a clones con
mutaciones naturales en el sistema de regulacion por riboswitch debido a la presion selectiva
ejercida por la vitamina B12 enddgena. El crecimiento se restablece (figura 4.9. D) cuando se

afiade metionina al medio SA conteniendo B12.
e Estudio del crecimiento de los mutantes S. clavuligerus AmetH

Los cinco clones de la cepa mutante S. clavuligerus AmetH se inocularon en medio
liqguido SA (carente de vitamina B12) y en el mismo medio suplementado con vitamina B12 a
distintas concentraciones (0,05 pg/l; 0,5 pg/l y 1 pug/l) tomandose muestras a las 24, 36, 48, 60
y 72 horas (figura 4.10).
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Figura 4.10. Efecto de la vitamina B12 en el crecimiento de la cepa S. clavuligerus AmetH. Se
muestra el crecimiento del mutante nimero 1 en medio SA suplementado con distintas

concentraciones de vitamina B12 (0; 0,05; 0,5y 1 pg/l).

En medio SA la cepa S. clavuligerus AmetH crece de forma normal. A medida que
aumenta la concentracidn de vitamina B12 que se afiade al medio se observa una disminucidn
del crecimiento que no llega a ser total a concentraciones superiores a 1ug/| (resultados no
mostrados). En la cepa silvestre no se aprecian diferencias significativas en el crecimiento

debidas a la presencia de B12.

Esto sugiere que en S. clavuligerus la vitamina B12 puede reprimir la expresién del gen
metE, como se ha visto anteriormente en otros genes de S. coelicolor (Borovok et al., 2004;

Borovok et al., 2006)

e Estudio de la transcripcidn del gen metE en la cepa S. clavuligerus AmetH: fenémeno

de riboswitch.
El gen metE de S. clavuligerus contiene en su region 5°UTR la secuencia consenso para
el riboswitch mediado por B12 (Vitreschak et al., 2003; Borovok et al., 2006). En la figura 4.11
se muestra la estructura secundaria predicha para el riboswitch mediado por B12 en el gen
metE de S. clavuligerus basado en el modelo propuesto Vitreschak et al. (Vitreschak et al.,

2004). Se muestra la prediccidn de la estructura en ausencia del co-factor. Hacia la derecha del
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riboswitch se localizan tres pares de secuencias invertidas, indicadas con flechas
contrapuestas. Estas zonas gendmicas son sitios potenciales para la terminacion de la
transcripcidn. La tercera repeticion invertida incluye el sitio de unién al ribosoma (RBS) el cual

constituye el modulador de la regulacidon en la iniciacién de la transcripcion.
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Figura 4.11. Estructura secundaria predicha para el riboswitch mediado por B12 en el gen metE de S. clavuligerus.
La estructura ha sido dibujada de acuerdo con el esquema presentado por Vitreschak et al., y es derivada del
programa RNAMultAin (Vitreschak et al., 2003; Vitreschak et al., 2004). La caja B12, las secuencias palindrémicas
P1-P7, el sitio de unién al ribosoma (RBS) y el codon de inicio de la transcripcién (GUG) estan indicados en la
imagen. Las flechas contrapuestas indican secuencias invertidas, donde la segunda de ellas, marcada con un
asterisco puede interaccionar con la regién P4 y actuar como un terminador de la transcripcion. El asterisco indica
una posible interaccion entre la regidn del bucle P4 y la region del bucle del terminador de transcripcidn putativo,
las bases CCCGC conservadas en el bucle P4 estan enmarcadas por una linea curva, las bases complementarias

GGGCG del posible terminador de transcripcién putativo se encuentran subrayadas.

Debido a la presencia de esta estructura secundaria predicha y a los estudios previos
del crecimiento de las cepas puede inferirse que existe un fenédmeno de regulacion mediado
por riboswitch. En este trabajo se realizd su verificacion experimental. Para ello se crecieron
los distintos clones S. clavuligerus AmetH, y también la cepa silvestre S. clavuligerus ATCC
27064, en medio SA liquido durante24 horas. A partir de ese momento se trataron los cultivos
con 100 pg/l de B12. Se recogieron muestras de ARN a las 24 horas (tiempo de adicion de la

vitamina B12) y a los 30 y 90 minutos posteriores a la adicion de la vitamina B12 (figura 4.12).
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Estas muestras de ARN se utilizaron en reacciones de RT-PCR a tiempo final para observar si

existia una inhibicidn en la expresidn del gen metkE.

Las muestras de ARN (200 ng de ARN) fueron normalizadas usando como control
interno el gen de expresion constitutiva hrdB, que codifica un factor sigma en Streptomyces

(figura 4.12).

AmetH WT AmetH WT AmetH WT
- ..
24 horas +B1230° +B1290°

- = o -

Controlescon hrdB

Figura 4.12. Andlisis de la expresion génica de metE. En los recuadros de la parte superior de la
imagen se muestran los analisis de RT-PCR a tiempo final de cultivos crecidos en medio definido
SA a las 24 horas en la parte izquierda, a los 30 minutos de haber afiadido al cultivo anterior
vitamina B12 (100 pg/l) en el medio y a los 90 minutos a la derecha. En los recuadros de la parte
inferior de la imagen se muestran los respectivos controles realizados con el gen hrdB. Los
nombres de las cepas corresponden a: WT como la cepa silvestre S. clavuligerus ATCC 27064 y
AmetH como la cepa mutante S. clavuligerus ATCC 27064 AmetH (s6lo se muestran los

resultados obtenidos para el clon nimero 1).

Como se observa en la figura 4.12, la expresién de la metionina sintetasa se reduce
independiente de B12 (metE) a los 30 minutos de afiadir vitamina B12 (100 pg/I) en un cultivo
de medio SA. En el caso de las muestras de ARN, a los 90 minutos se observa una disminucidn
drastica (se podria decir total a simple vista) en la expresién de metE en las cepas mutantes
AmetH. En contraste, la misma concentracion de vitamina B12 no tuvo ningun efecto en las
expresiones del gen hrdB en ambas cepas, ni tampoco en la expresion de metE en la cepa

silvestre.

e Estudio de la produccién de antibidticos en S. clavuligerus AmetH

Con el fin de determinar si existian diferencias en la producciéon tanto de acido
clavuldnico como de cefamicina C y holomicina, se llevé a cabo un andlisis de produccion en

los cinco exconjugantes S. clavuligerus AmetH.
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El crecimiento de todas las cepas, tanto de los cinco clones S. clavuligerus AmetH (se
muestra como ejemplo el clon nimero 1) como de la cepa silvestre S. clavuligerus ATCC 27064,
se desarrollaron en medio definido SA liquido con y sin vitamina B12 (1ug/l). Se tomaron

muestras a las 24, 48 y 72 horas para poder observar diferencias de produccién en el tiempo.
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Figura 4.13. Efecto de la vitamina B12 en la produccién de acido clavulanico. Se muestra la
produccién especifica, tanto de la cepa silvestre (WT) como de la cepa mutante (AmetH), en

medio liquido SA con y sin adicion de vitamina B12 (1pug/).

No se observan diferencias de produccién especifica de acido clavulanico ni entre las
dos cepas, silvestre y mutante AmetH, ni respecto a la presencia o ausencia de vitamina B12.
Esto puede explicarse ya que entre los precursores del acido clavulanico no existe cisteina ni

metionina ni ningun derivado de los mismos.
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Figura 4.14. Efecto de la vitamina B12 en la produccion de cefamicina C. Se muestra la
produccién especifica, tanto de la cepa silvestre (WT) como de la cepa mutante (AmetH), en

medio liquido SA con y sin adicion de vitamina B12 (1pug/I).

En cuanto a la produccién de cefamicina C, que posee un grupo metilo que proviene de
la S-adenosilmetionina, se observan diferencias significativas en la produccion especifica entre
la cepa silvestre y la cepa mutante AmetH. La vitamina B12 no produce ninglin efecto de
aumento ni disminucidon en la produccidon especifica de cefamicina C en las dos cepas
estudiadas. El aumento de produccidn especifica observado en la cepa mutante metH puede
deberse a un aumento en la biosintesis de cisteina. Esto se deberia a que el azufre necesario
para la sintesis de la cisteina proviene de la homocisteina. En este caso el gen metE, que
convierte la homocisteina a metionina, no seria muy eficiente y esa homocisteina acumulada
pasaria a formar parte de la ruta de biosintesis de cisteina, donde la homocisteina se condensa
con la serina para producir cistationina, que es posteriormente fraccionada por la cistationina

liasa para producir cisteina y a-cetobutirato (figura 4.15).
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Figura 4.15. Biosintesis de la cisteina. La cisteina beta sintetasa cataliza la reaccién superior y la

cistationina gamma-liasa cataliza la reaccién inferior.

En el caso de la produccion de holomicina fue anecddtico observar cémo los cultivos
en medio liquido SA de la cepa mutante S. clavuligerus AmetH tomaban una tonalidad
amarillenta, caracteristica de los cultivos de la cepa super productora de holomicina AoppA2.
Por ello, sospechando que ese color corresponderia a la produccidn de holomicina, se hicieron
bioensayos frente a M. luteus y analisis mediante HPLC y se comprobd que la cepa mutante S.

clavuligerus AmetH producia holomicina (figura 4.16).
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Figura 4.16. Efecto de la vitamina B12 en la produccion de holomicina en la cepa AmetH. Se
muestra la produccién especifica de la cepa mutante (AmetH) en medio liquido SA con vy sin

adicion de vitamina B12 (1pug/l).

Al suplementar el medio con vitamina B12 (1ug/l), Se observa un aumento en la
produccién especifica de holomicina probablemente porque se detiene el crecimiento. Dicha
produccién puede ser debido a que la metionina sintasa independiente de B12 (metE) no sea
lo suficientemente eficaz, como ocurre en E. coli, y por ello se sintetice mas cisteina que derive
en esa produccidn de holomicina. El aumento de produccion de holomicina debido al efecto de
la adicidn de B12 puede ser debido a que en presencia de B12 se reprime la expresion de metE
y, por lo tanto, al no sintetizarse metionina por este camino, se produciria mas cantidad de
cisteina, lo que provocaria el aumento en la produccion especifica de holomicina por esta

cepa.
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4.4. Andlisis del gen metE en S. clavuligerus

4.4.1 BUsqueda del gen metE en la genoteca de S. clavuligerus

Se disefd la pareja de cebadores sonda-Di-metE y sonda-Re-metE para amplificar un
fragmento interno a metE de 1034 pb y crear una sonda especifica con la que rastrear la
genoteca a la que denominamos como sonda metE. Dicho fragmento se clond en el vector
pGEM®-T easy (Promega) y se secuencié para verificar su identidad utilizando los cebadores

universales SP6 y T7 y los propios cebadores utilizados para su amplificacion.

La sonda de hibridacion metE utilizada en el rastreo mediante hibridacidon de colonias
in situ se obtuvo por amplificacién directa de ADNt de S. clavuligerus y posterior purificacion y
marcaje con digoxigenina. Mediante el rastreo de la placa Master Total por esta técnica se
detectaron cinco pocillos positivos que correspondian con las posiciones en la membrana: A6,

D5, F2, D8y E11 (figura 4.17).

)

F2 | @
®

Figura 4.17. Rastreo de la placa Master Total mediante hibridacion de colonias in situ. Se
muestra la membrana ya hibridada y revelada donde las posiciones positivas aparecen
resaltadas con un circulo y marcadas con la localizacién correspondiente a la placa de

microtitulacién.

Una vez detectadas las posiciones positivas de la placa Master Total (MT), con 18
clones cada una; el segundo paso del rastreo consiste en la deteccion de los césmidos positivos
mediante PCR (ver apartado 2.10 de materiales y métodos) de colonias (extraccién del ADN

mediante hervido de las colonias) utilizando los cebadores sonda-Di-metE y sonda-Re-metE
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gue generan una banda de 1034 pb internas al gen metE. Asi, finalmente se localizaron tres
cosmidos que acomodan al menos esa regiéon del genoma de S. clavuligerus y que
corresponden con las posiciones A6-7, D5-8 y E11-10 (Figura 4.18). En este caso los otros dos

positivos encontrados en la hibridacidn in situ de la membrana resultaron ser falsos positivos.

M A6-7 D5-8 E11-10

1034 pb

Figura 4.18. Resultados del rastreo del gen metE en la libreria génica de S. clavuligerus ATCC
27064. Comprobaciéon mediante PCR de los clones que dieron positivo (A6-7, D5-8 y E11-10). La
banda amplificada presenta el tamafio esperado de 1034 pb. M: marcador de peso molecular A

pstl.

Como ya se disponia de la secuencia completa del genoma de S. clavuligerus y se habia
optimizado en nuestro laboratorio la secuenciacién a partir de ADN cosmidico, se llevé a cabo
la secuenciacién de los extremos de los fragmentos de ADN incorporados en los cosmidos
positivos para metE con el fin de determinar la posicion del gen en cada fragmento. La
secuenciaciéon se realizd con los cebadores T3 y T7 (figura 4.19), los cuales hibridan en los
extremos del cdsmido permitiendo secuenciar los extremos del fragmento incorporado. Como
molde se utiliz6 ADN cosmidico aislado mediante lisis alcalina y purificado con el kit comercial

QIAEX® Il Gel Extraction Kit.
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Figura 4.19. Fragmentos del genoma de S. clavuligerus incorporados en los césmidos positivos para el gen metE.
El gen metE se indica en color rojo mientras que el resto de genes pertenecientes al genoma de S. clavuligerus se
representan en azul claro y los pertenecientes al pSCL4 en color morado. Las flechas continuas indican las zonas de

secuenciacion (T3 a la izquierda de la imagen y T7 a la derecha). En la parte superior se muestra el césmido D5-8
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que posee dos o mas fragmentos en el inserto ya que posee por el extremo T7 genes pertenecientes al pSCL4 y
genes del cromosoma por el extremo T3, por lo tanto sabemos que estd presente el gen metE en ese inserto pero
no podemos situarlo con certeza. En el medio se muestra el césmido E11-10 que posee dos o mas fragmentos en el
inserto ya que posee por el extremo T3 genes pertenecientes al pSCL4 y genes del cromosoma por el extremo T7,
por lo tanto sabemos que estd presente el gen metE en ese inserto pero no podemos situarlo con seguridad. En la
parte inferior se muestra un esquema del cdsmido A6-7 en el que las flechas discontinuas indican el tamario de las

zonas a la derecha y a la izquierda del gen metE, donde el fragmento incorporado mide un total de 37 kb.

El césmido A6-7 fue el elegido para llevar a cabo la delecién mediante ReDirect®
(debido a la localizacién centrada del gen metE en el fragmento de ADNt incorporado por el

c6smido).

4.4.2. Caracterizacion funcional del gen metE

¢ Inactivacion del gen metE en la cepa S. clavuligerus ATCC 27064
El gen metE (2319 pb) fue anotado inicialmente en la base de datos del StrepDB
(http://strepdb.streptomyces.org.uk) como SCLAV_p0930, y como SSCG_00481 en la base de
datos del Broad Institute (https://olive.broadinstitute.org) y codifica una proteina formada por

772 aminoacidos.

Para la obtencion del mutante AmetE se disefiaron los cebadores especificos ReD-Dir
metE y ReD-Rev metE. Esta pareja de cebadores se utilizaron en reacciones de PCR con una
polimerasa de alta fidelidad de copia, GoTag®, sobre una banda Hindlll/EcoRI del plasmido
pll773 de 1382 pb como ADN molde. Se comprobd mediante electroforesis en agarosa que no
se habian generado bandas inespecificas por lo que el producto de PCR, de un tamafio final de
1436 pb, fue purificado directamente desde la solucion con el kit comercial GFX PCR DNA and

Gel Band Purification Kit.

Posteriormente, este producto de PCR se utilizd para la sustitucién del gen metE
localizado en el césmido A6-7. Este proceso, que se lleva a cabo mediante recombinacion
doble entre el cédsmido y el producto de PCR, fue realizado en la cepa de E. coli
BW25113/plJ790, la cual previamente habia sido transformada, mediante choque térmico, con
el cosmido A6-7 de la libreria génica de S. clavuligerus. Se analizd mediante electroforesis en
agarosa que las colonias obtenidas habian incorporado correctamente el césmido (si el
césmido contiene zonas homologas es posible que se produzcan eventos de recombinacién en

el mismo) y la presencia del plasmido plJ790 (esencial para el proceso de recombinacién).
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Las colonias de E. coli BW25113/pll790/A6-7 fueron electroporadas con 100-200 ng
del producto de PCR, siguiendo los parametros descritos en materiales y métodos (ver
apartado 2.18.5). Las colonias en las que se produjo la sustituciéon del gen metE por el casete
de resistencia se seleccionaron por resistencia a apramicina (figura 4.20). Las construcciones
obtenidas se analizaron mediante PCR utilizando dos cebadores externos a los genes a
delecionar Dir-Ext-metE y Rev-Ext-metE y otra pareja, como control formada por un cebador
interno al gen de resistencia a la apramicina Apratotal y otro externo al gen metE (Rev-Ext-
metE). Asi, la PCR de comprobacion realizada con los cebadores externos debe resultar en una
banda de un tamafio menor en los cdsmidos recombinantes (AmetE) respecto al césmido
silvestre y usando la segunda combinacién de cebadores, como control, sélo se debe obtener

banda en los césmidos recombinantes.

neo —— bla
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S. clavuligerus AmetE

Figura 4.20. Esquema de la recombinacion en la formacion del mutante AmetE. En la imagen se
presenta un esquema de la recombinacidn positiva entre el césmido A6-7 AmetE y el genoma de
S. clavuligerus. Las aspas indican cada zona de recombinacién. Se sefialan en gris los genes de
resistencia a antibidticos que van a permitir la seleccién de los exconjugantes: acc(3)IV (gen de
resistencia a apramicina), neo (gen de resistencia a kanamicina) y bla (gen de resistencia a
ampicilina). También se muestran los tamafios, tanto del gen a delecionar como del inserto

sustituyente del mismo.

Tras la conjugacién de E. coli ET13567/pUZ8002/A6-7 AmetE con la cepa S. clavuligerus
ATCC 27064, se obtuvieron diez exconjugantes resistentes a apramicina que se analizaron
mediante PCR con los cebadores anteriormente indicados para la comprobacién de los

césmidos recombinantes, del que sélo dos de ellos eran dobles recombinantes. Ambos
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exconjugantes fueron comprobados mediante hibridacién de Southern (ver apartado 2.14 de
materiales y métodos), la cual fue llevada a cabo usando cebadores que anillan en secuencias
corriente arriba y corriente abajo al gen metE (Dir-Ext-metE y Rev-Ext-metE). El patron de
hibridacion observado en cada digestion de ADN gendmico de los exconjugantes fue el
esperado para la doble recombinacién en uno de ellos y de simple recombinacién para el otro

(figura 4.21).

11 3 WT M

4636 pb
3878 pb

1708 pb

Figura 4.21. Comprobacion mediante hibridacién tipo Southern de la delecion de AmetE en S.
clavuligerus. En la imagen se muestran los patrones de hibridacion de ADN total digerido con
Xmal de los mutantes delecionados AmetE (3 y 11) en comparacién con la cepa parental S.
clavuligerus (WT) utilizando como sonda un fragmento amplificado mediante PCR usando como
cebadores Dir-Ext-metE y Rev-Ext-metE. A la derecha de la imagen se indican los tamafios de las
bandas de hibridacién. EI marcador de tamafio molecular (M) corresponde al DNA Molecular

Weight Marker Il, Digoxigenin-labeled.

e Estudio del crecimiento de los mutantes S. clavuligerus AmetE

La cepa mutante S. clavuligerus AmetE se inoculé en medio liquido SA (carente de
vitamina B12) y en el mismo medio suplementado con vitamina B12 a distintas
concentraciones (0,05 pg/l; 0,5 pug/l y 1 pg/l) tomandose muestras a las 24, 36, 48, 60 y 72
horas (figura 4.22).
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Figura 4.22. Efecto de la vitamina B12 en el crecimiento de la cepa S. clavuligerus AmetE. Se
muestra el crecimiento de la cepa en medio SA suplementado con distintas concentraciones de

vitamina B12 (0; 0,05; 0,5y 1 pg/l).

Tanto en ausencia de vitamina B12 como en presencia de la misma en el medio SA, la
cepa S. clavuligerus AmetE crece de forma normal. Al igual que ocurre con la cepa silvestre no

se aprecian diferencias significativas en el crecimiento debido a la presencia de B12.

¢ Estudio de la produccion de antibidticos en S. clavuligerus AmetE

Se llevo a cabo el andlisis de la producciéon tanto de acido clavulanico como de
cefamicina C y holomicina la cepa S. clavuligerus AmetE con el fin de determinar si existian

diferencias en la produccidn de estos compuestos.

Las cepas, S. clavuligerus AmetE vy S. clavuligerus ATCC 27064 se cultivaron en medio
definido SA liquido con y sin vitamina B12 (1ug/l) y se recogieron muestras a las 24, 48 y 72

horas para poder observar diferencias de produccién en el tiempo.

195



450 -

400 +

350 +

300

250
WT

AmetE
WT+B12
AmetE+B12

200

¢

150

mg acido clavulanicolmg ADN

100

50

O T T T 1
0 20 40 60 80

Tiempo (h)

Figura 4.23. Efecto de la vitamina B12 en la produccion de acido clavulanico. Se muestra la
produccién especifica, tanto de la cepa silvestre (WT) como de la cepa mutante (AmetE), en

medio liquido SA con y sin adicion de vitamina B12 (1pug/I).

Como se observa en la figura, la produccion de acido clavulanico en la cepa mutante S.
clavuligerus AmetE es menor que en la cepa silvestre S. clavuligerus ATCC 27064. Se observan
diferencias de produccidn especifica de acido clavulanico en la cepa mutante S. clavuligerus
AmetE en presencia de vitamina B12, donde dicha produccién aumenta considerablemente,

llegando a sobrepasar la produccion de la cepa silvestre S. clavuligerus ATCC 27064.
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Figura 4.24. Efecto de la vitamina B12 en la produccion de cefamicina C. Se muestra la
produccién especifica, tanto de la cepa silvestre (WT) como de la cepa mutante (AmetE), en

medio liquido SA con y sin adicion de vitamina B12 (1pug/).

Se observa un descenso en la produccion especifica de cefamicina C en la cepa
mutante S. clavuligerus AmetE. La vitamina B12 produce un efecto de aumento en la
produccién especifica de cefamicina C en la cepa mutante AmetE y ningin efecto sobre la cepa

silvestre S. clavuligerus ATCC 27064.

En el caso de la holomicina, no se observa produccién de este compuesto en la cepa

mutante S. clavuligerus AmetE.

4.5. Andlisis del doble mutante metH-E en S. clavuligerus

4.5.1 Obtencion del doble mutante AmetH-E

Para conseguir el doble mutante se llevd a cabo la delecion del gen metE en la cepa S.

clavuligerus AmetH.
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Se utilizaron los mismos cebadores especificos, ReD-Dir metE y ReD-Rev metE, que se
utilizaron en el apartado 4.4.2. Esta pareja de cebadores se utilizd en reacciones de PCR con
una polimerasa de alta fidelidad de copia, GoTag®, sobre una banda Xbal/Xbal del plasmido
plJ10700 de 1507 pb como ADN molde. Se comprobd mediante electroforesis en agarosa que
no se habian generado bandas inespecificas por lo que el producto de PCR, de un tamariio final
de 1561 pb, fue purificado directamente desde la solucidn con el kit comercial GFX PCR DNA

and Gel Band Purification Kit.

Posteriormente, este producto de PCR se utilizd6 para la sustituciéon del gen metE
localizado en el césmido A6-7. Este proceso, que se lleva a cabo mediante recombinacion
doble entre el cédsmido y el producto de PCR, fue realizado en la cepa de E. coli
BW25113/plJ790, la cual previamente habia sido transformada, mediante choque térmico, con
el cosmido A6-7 de la libreria génica de S. clavuligerus. Se analizd mediante electroforesis en
agarosa que las colonias obtenidas habian incorporado correctamente el césmido (si el
césmido contiene zonas homologas es posible que se produzcan eventos de recombinacién en

el mismo) y la presencia del plasmido plJ790 (esencial para el proceso de recombinacién).

Las colonias de E. coli BW25113/pl]790/A6-7 fueron electroporadas con 100-200 ng
del producto de PCR, siguiendo los parametros descritos en materiales y métodos (ver
apartado 2.18.5). Las colonias en las que se produjo la sustituciéon del gen metE por el casete
de resistencia se seleccionaron por resistencia a higromicina (figura 4.25). Las construcciones
obtenidas se analizaron mediante PCR utilizando dos cebadores externos a los genes a
delecionar Dir-Ext-metE y Rev-Ext-metE. La PCR de comprobacién realizada con los cebadores
externos debe resultar en una banda de un tamafio menor en los cdsmidos recombinantes

(AmetE) respecto al cosmido silvestre.
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Figura 4.25. Esquema de la recombinacién en la formacion del mutante AmetH-E. En la imagen
se presenta un esquema de la recombinacién positiva entre el césmido A6-7 AmetE y el genoma
de S. clavuligerus AmetH. Las aspas indican cada zona de recombinacion. Se sefialan en gris los
genes de resistencia a antibidticos que van a permitir la seleccion de los exconjugantes: hyg (gen
de resistencia a higromicina), neo (gen de resistencia a kanamicina) y bla (gen de resistencia a
ampicilina). También se muestran los tamafios, tanto del gen a delecionar como del inserto

sustituyente del mismo.

Tras la conjugacion de E. coli ET13567/pUZ8002/A6-7 AmetE con la cepa S. clavuligerus
AmetH, se obtuvieron diez exconjugantes resistentes a higromicina que se analizaron
mediante PCR con los cebadores anteriormente indicados para la comprobacién de los
césmidos recombinantes, del que sélo uno de ellos era doble recombinante. Este exconjugante
fue comprobado mediante hibridacidon de tipo Southern (ver apartado 2.14 de materiales y
métodos), la cual fue llevada a cabo usando cebadores que anillan en secuencias corriente
arriba y corriente abajo al gen metE (Dir-Ext-metE y Rev-Ext-metE). El patron de hibridacion
observado en la digestion de ADN gendmico del exconjugante fue el esperado para la doble

recombinacidn (figura 4.26).
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Figura 4.26. Comprobacion mediante hibridacion tipo Southern de la delecion de AmetE en S.
clavuligerus AmetH. En la imagen se muestran los patrones de hibridacién de ADN total digerido
con Smal del mutante delecionado AmetE (AE) en comparacion con la cepa parental S.
clavuligerus (WT) utilizando como sonda un fragmento amplificado mediante PCR usando como
cebadores Dir-Ext-metE y Rev-Ext-metE. A la derecha de la imagen se indican los tamafios de las
bandas de hibridacion. El marcador de tamafio molecular (M) corresponde al DNA Molecular

Weight Marker Il, Digoxigenin-labeled.

4.5.2 Estudio del crecimiento de la cepa S. clavuligerus AmetH-E
El crecimiento de las cepas, tanto del exconjugante S. clavuligerus AmetH-E como de la
cepa silvestre S. clavuligerus ATCC 27064, se desarrollaron en medio sélido SA con y sin

metionina (figura4.27).

AmetH 1 AmetH -E

Figura 4.27. Estudio del crecimiento de la cepa de S. clavuligerus AmetH-E. B: crecimiento en placa de medio sélido
SA. C: crecimiento en placa de medio sélido SA suplementado con metionina (40 mg/ml). En el panel A se indica el

orden de siembra de las cepas, siendo WT la cepa silvestre.

Como se aprecia en la figura, tanto la cepa silvestre S. clavuligerus ATCC 27064 como el
mutante S. clavuligerus AmetH crecieron correctamente en medio sélido SA. Pero en el caso

del doble mutante S. clavuligerus AmetH-E se aprecia una clara falta de crecimiento aunque no
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llega a ser total como se vera en medio liquido (ver mas abajo). El crecimiento se restablece

(figura 4.27.C) cuando se afiade metionina (40 mg/ml) al medio SA.

En medio liquido SA y en el mismo medio liquido SA suplementado con metionina a
una concentracion suficiente para el desarrollo de los cultivos (40 mg/ml) se tomaron
muestras a las 24, 36, 48, 60 y 72 horas (figura 4.28) para observar si existia una auxotrofia de

metionina en el doble mutante S. clavuligerus AmetH-E.
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Figura 4.28. Estudio del crecimiento de la cepa S. clavuligerus AmetH-E. Se  muestra el

crecimiento de la cepa silvestre (WT) y del mutante AmetH-E en medio SA con y sin metionina

(M) (40 mg/ml).

En medio SA la cepa S. clavuligerus AmetH-E no es auxétrofa para metionina ya que se
observa un crecimiento en medio minimo SA sin metionina. Esto nos lleva a pensar que podria
existir una via de salvamento de metionina como el que existe en otras bacterias (Sufrin et al.,
1995; Sekowska y Danchin, 2002; Rodionov et al., 2004; Sekowska et al., 2004; Sekowska et al.,
2004). Cuando se le afiade metionina (40 mg/ml) al medio SA la cepa AmetH-E crece de forma
normal. En el caso de la cepa silvestre no se observa una alteracidn en el crecimiento debido a

la presencia de metionina en el medio.
Se llevd a cabo el andlisis de la produccién tanto de acido clavulanico, cefamicina Cy

holomicina en el exconjugante S. clavuligerus AmetH-E con el fin de determinar si existian

diferencias en la produccion de estos compuestos. El crecimiento de las cepas se desarrollaron
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en medio definido SA liquido con y sin metionina (40 mg/ml). Se tomaron muestras a las 24, 48

y 72 horas para poder observar diferencias de producciéon en el tiempo.

La Unica diferencia respecto a la cepa silvestre S. clavuligerus ATCC 27064 es que el
doble mutante S. clavuligerus AmetH-E produce holomicina al igual que el mutante S.
clavuligerus AmetH (resultados no mostrados). La produccién de holomicina observada en esta
cepa doble mutante S. clavuligerus AmetH-E puede deberse a un aumento en la biosintesis de
cisteina. Esto se deberia a que el azufre necesario para la sintesis de la cisteina proviene de la
homocisteina. En este caso al estar bloqueada el final de la via de biosintesis normal de
metionina que convierte la homocisteina a metionina, esta homocisteina acumulada pasaria a
formar parte de la ruta de biosintesis de cisteina, donde la homocisteina se condensa con la
serina para producir cistationina, que es posteriormente fraccionada por la cistationina liasa

para producir cisteina y a-cetobutirato.
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5. DISCUSION GENERAL
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5.1. Aislamiento y caracterizacion de la agrupaciéon génica

para la biosintesis de holomicina en S. clavuligerus.

Las librerias génicas o genotecas, herramientas Utiles en estudios de Biologia
Molecular, son ampliamente utilizadas en el género Streptomyces, tanto para el aislamiento de
secuencias génicas (Kharel et al., 2010), como en proyectos de secuenciacion de genomas
(Bentley et al., 2002; Ikeda et al., 2003) y la obtencién de mutantes delecionados mediante la

tecnologia ReDirect® (Gust et al., 2002).

La construccién de la libreria génica desarrollada en este trabajo, precisé de algunas
modificaciones puntuales al protocolo original (SuperCosl Vector Kit, Stratagene) como
fueron: la optimizacidn de la digestién del cdsmido SuperCos 1y de las digestiones parciales de
ADN gendmico y la optimizacion de la ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa. Tras su

aplicacién, se obtuvo un proceso reproducible y de resultados satisfactorios.

La principal complicacion asociada al trabajo con una genoteca es el rastreo de la
misma. Los métodos tradicionales de rastreo conllevan el andlisis de un elevado niumero de
clones, lo cual es muy laborioso y precisa de un notable gasto de material y de tiempo. Asi, con
el objetivo de facilitar el rastreo de las librerias génicas se han desarrollado diferentes
sistemas, basados en la busqueda mediante PCR, hibridacion de colonias in situ o combinacidn
de ambas técnicas. La organizacion de la genoteca realizada en esta tesis se disefié de tal
manera que permitiese el rastreo por diferentes técnicas. Dependiendo de las caracteristicas
de la secuencia objeto de busqueda (genes de secuencia conocida o busqueda de varias
secuencias conjuntas), se puede aplicar el rastreo mediante PCR o mediante hibridacién de
colonias in situ, lo que aporta una mayor funcionalidad a dicha organizacién. Los clones de la
genoteca de S. clavuligerus se organizaron en placas de microtitulacion siguiendo una
disposicion piramidal, facilitando un rastreo sistematico en dos pasos (Martinez-Castro et al.,

2009).

El analisis de la genoteca de S. clavuligerus, previamente construida, empleando una
sonda homodloga al gen hImA (acetiltransferasa) permitié localizar la agrupacién génica de
holomicina. Este hecho nos permitié amplificar mediante PCR la primera sonda utilizada para
analizar la genoteca de S. clavuligerus. El analisis de la genoteca con esta sonda y adicionales

analisis posteriores llevaron al aislamiento de tres césmidos, D7-8, D9-17 y H11-11, como
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potenciales candidatos a albergar el agrupamiento génico. La secuenciacién parcial de estos
cosmidos mostré la existencia de la agrupacion completa tan sélo en el cosmido D7-8, cuyo
inserto comprendia una region de 35,2 kb, tamario suficiente para contener todos los genes de

biosintesis de holomicina.

El agrupamiento génico para la biosintesis de holomicina presente en S. clavuligerus
consta de 13 marcos de lectura (genes). Este grupo estd formado por un gen (hImE) que
codifica una NRPS con tres dominios: ciclacidn (Cy), adenilacidn (A) y tiolacion (T); dos genes
independientes que codifican tioesterasas (himC y himK); un gen independiente que posee un
dominio de condensacién (himL); un gen que codifica una proteina tipo globina (hImG); una
acil-CoA deshidrogenasa codificada por hiImB; tres oxidorreductasas dependientes de flavina
(himl, HImD y himF); un gen que codifica una acetiltransferasa (hImA); dos proteinas
reguladoras (hImJ, himM) y, finalmente, un gen que codifica un transportador de tipo MFS
(himH) (Li y Walsh, 2010; Robles-Reglero et al., 2013). La confirmacion de la implicacion de
estos genes en la biosintesis de holomicina se consiguié mediante la inactivacion de los genes
himA, hImF y himE en la cepa super productora de holomicina S. clavuligerus oppA2::aph, dado

gue los mencionados mutantes presentaron un fenotipo no productor de dicho compuesto.

Ademas de la confirmacién mediante la inactivacion génica, se llevd a cabo la
expresion heterdloga de dicha agrupacion en una cepa hospedadora no productora de
holomicina, S. coelicolor M1154. La cepa transformante S. coelicolor M1154 pVR-hol produce
un compuesto bioactivo con el mismo tiempo de retencién de HPLC y el mismo espectro de
masas que el de la holomicina, aunque la producciéon de holomicina por S. coelicolor M1154
pVR-hol es unas 500 veces menor que en la cepa super productora S. clavuligerus oppA2::aph.
Un resultado similar se ha obtenido en Streptomyces albus; sin embargo, aunque la produccion
de holomicina por esta cepa hospedadora no se describié con detalle, la bioactividad de esta
cepa parece ser también muy baja (Huang et al., 2011). Se ha observado con frecuencia, un
bajo nivel de expresion heterdloga de agrupaciones de genes en estas cepas de S. coelicolor,
sin embargo, en casos particulares, tales como los de la coumermicina Al o la clorobiocina, la
expresion heterdloga en estas cepas de S. coelicolor produjo niveles de compuesto muy
satisfactorios (Flinspach et al.,, 2010). Una de las posibles causas para la baja actividad
observada, podria ser el lento crecimiento de la cepa S. coelicolor M1154 pVR-hol debido a su
sensibilidad elevada a la holomicina que produce. La interrupcion del gen himl, que codifica
una tiorredoxina disulfuro reductasa, resulta en un mutante sensible a holomicina (Li y Walsh,

2011). Dado que tanto la cepa S. coelicolor M1154 como la cepa transformante S. coelicolor
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M1154 pVR-hol son igualmente sensibles a holomicina, puede concluirse que un gen
independiente, situado fuera de la agrupacién him, podria contribuir a la resistencia a

holomicina en las cepas productoras de este compuesto.

Los experimentos de transcriptémica realizados en este trabajo demostraron que los
genes him fueron claramente sobre expresados en las cepas productoras de holomicina en
comparacion con la cepa silvestre S. clavuligerus ATCC 27064. Segun lo determinado mediante
microarrays, los valores medios de Mc para la transcripcién de los genes him fue de 6,25, tanto
en la fase exponencial como en la fase estacionaria, para la cepa altamente productora de
holomicina S. clavuligerus oppA2::aph (de la Fuente et al., 2002), mientras que para las otras
dos cepas de produccion moderada, AclaR::aph y AccaR::tsr, los valores de Mc no fueron tan
elevados, 4,7 y 5,1. Estos resultados corresponden a un nivel medio de transcripcion de 73, 26
y 34 veces mayor que en la cepa silvestre, respectivamente. Todos los genes him se
transcriben en los mutantes productores de holomicina hasta un maximo de 172 veces mas
que en la cepa de tipo silvestre pero en el caso de himl (que codifica una tiorredoxina disulfuro
reductasa) y hImM (que codifica un regulador de tipo LuxR) su nivel de diferencia de
transcripcién no es tan elevada, siendo sus maximos de 27 y 8 veces superiores a la cepa
silvestre. Por ello, las manchas de proteinas correspondientes a HImD , HImF y HImG ,
visualizadas en el proteoma de la cepa mutante AccaR::tsr, no se detectaron en el proteoma

de la cepa silvestre, es decir, se encuentran por debajo del nivel de deteccidn.

Los andlisis mediante la técnica RACE indicaron que las secuencias anotadas para los
genes himE, himl, himH y hImM son incorrectas. Los nuevos puntos de inicio de la transcripcion
estan precedidos por secuencias de ADN -10 y -35 conservadas (Strohl, 1992). Gracias a este
analisis RACE de la transcripcidon de la agrupacién him se puede concluir que existen ocho
transcritos, cuatro de ellos policistrénicos (hImB-E, himFG, himHl y himKL) y cuatro
monocistronicos (himA, himH, himJ) y himM). Resulta también llamativo el hecho de que el gen
himl y el policistrén himFG den lugar a transcritos sin secuencia lider. Los ARNm sin secuencia
lider carecen de sitio de unién a los ribosomas, por lo que el inicio de su traduccion responde a
un mecanismo distinto al de los ARNm candnicos y basado en el reconocimiento directo por
parte del ribosoma del coddn de inicio del gen, de manera dependiente del ARNt de iniciacion
(Moll et al., 2002; Moll et al., 2004; Laursen et al., 2005). Se ha especulado con la posibilidad
de que los genes que dan lugar a este tipo de transcritos, dada la particular regulacién a la que
estd sujeta su traduccion, estén relacionados con la respuesta de las células a condiciones

fisioldgicas particulares. En el caso concreto de Streptomyces se conocen muchos ARNm sin
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secuencia lider vinculados a mecanismos de resistencia a antibidticos y al metabolismo
secundario (Moll et al., 2002), siendo el gen phoP de S. coelicolor uno de los mas

paradigmaticos, dada la importancia del regulador global que codifica (Sola-Landa et al., 2005).

Este patron de transcripcidon de los genes him sugiere que la interrupcién del gen himl
realizada por Huang et. al. en 2011 (Huang et al., 2011) y en el que se determina la ausencia
total de produccién de holomicina, podria ser debido a que dicha interrupcién estaria

afectando a la expresion de los genes himK'y himL que forman el policistrén himKL (figura 5.1).

himK himL himM
————>

Figura 5.1. Transcritos himLK y hImM. En la imagen se muestran los genes y las
transcripciones detectadas mediante la técnica RACE. Las flechas discontinuas indican los

transcritos de la agrupacién. La orientacion de la transcripcion se indica con flechas.

5.2. Biosintesis de metionina: riboswitch en S. clavuligerus

El trabajo realizado por Vitreschak et al. (2003), identifica el elemento B12 como una
estructura de ARN altamente conservada y ampliamente distribuida en la regién 5'-UTR de
genes relacionados con la biosintesis de la vitamina B12 en diversas bacterias. Concretamente,
el elemento B12 se describe como una secuencia consenso para el fendmeno del riboswitch
mediado por vitamina B12, que consiste en una secuencia corta conservada a la que
denominaron caja B12 y un conjunto de palindromos que dan lugar a bucles en horquilla
distribuidos a lo largo de la secuencia (Vitreschak et al., 2003). Puesto que en S. clavuligerus, la
region 5'-UTR del gen metE, que codifica una metionina sintetasa independiente de B12,
contiene un riboswitch mediado por vitamina B12 similar a los encontrados en otras bacterias
(Vitreschak et al., 2003; Borovok et al., 2006), en este trabajo se estudia el papel de la
coenzima B12 en la regulacién de la transcripcién del gen metE en S. clavuligerus. La presencia
de dicha caja B12 (aproximadamente 350 nucleétidos) como elemento de control genético
permitiria a la coenzima B12 controlar su expresion mediante una inhibicidn de la transcripcién

del mismo. Estos estudios se derivan del hecho de que las bacterias que poseen enzimas que
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llevan a cabo la misma funcion (isoenzimas), unas dependientes de B12 y las otras
independientes de B12, se regulan mediante riboswitches (Rodionov et al., 2003).

En S. clavuligerus ATCC 27064, el nivel de produccion de B12 enddgeno no es lo
suficientemente alto como para inhibir la transcripcion del gen metE a través del riboswitch,
aunque si se sintetizan niveles de coenzima B12 suficientes para permitir una actividad
enzimatica de MetH completamente funcional. La suplementacién del cultivo con coenzima
B12 exdgeno supone una represion de la expresion del gen que codifica la isoenzima

independiente de B12, metE.

Para analizar el fenémeno de riboswitch mediado por B12 sobre el gen metE, se aplico
la técnica cualitativa de RT-PCR, trabajando sobre la cepa S. clavuligerus AmetH, que carece de
la actividad metionina sintasa MetH. En los cinco clones AmetH obtenidos se observd la
existencia de colonias resistentes a la inhibicidn de la transcripcién mediada por B12. Debido a
que la regién 5'-UTR del gen metE contiene un riboswitch mediado por B12 que controla su
transcripcidn, se asume una alteracion en el propio riboswitch como causante de la resistencia
a la adicion de B12 observada en los mutantes AmetH. Existen descritas en la literatura
mutaciones puntuales en regiones implicadas en la unién y el reconocimiento de la vitamina
B12 (Nahvi et al.,, 2002; Vitreschak et al., 2003), como en el caso del gen metE en
Mycobacterium tuberculosis, donde una mutacién puntual en la regién del riboswitch suprime

el efecto de la inhibicién mediada por B12 en la transcripcién de metE (Warner et al., 2007).

Todos estos estudios establecen que los riboswitch de B12 son un elemento de control
importante en la regulacidon génica de Streptomyces ya que todo indica a que cada uno de
estos sistemas existe para funcionar bajo diferentes condiciones ambientales. Es conocido que
en S. coelicolor el gen nrd), que codifica una ribonucleétido reductasa (RNR) de clase Il
dependiente de B12, pertenece al sistema primario para permitir la recuperacion eficiente de
crecimiento después de la privacion de oxigeno, mientras que la RNR de clase | (independiente
de B12 pero regulada mediante un riboswitch de B12) codificada por el gen nrdAB puede
funcionar como un sistema de copia de seguridad cuando la RNR de clase Il esta inactiva , por
ejemplo, cuando la biosintesis de vitamina B12 es limitada debido a la insuficiente
disponibilidad de cobalto o de precursores biosintéticos para B12 (Borovok et al., 2006). De
manera similar en S. clavuligerus, la metionina sintasa dependiente de B12 codificada por el
gen metH puede funcionar como metionina sintasa primaria, mientras que la metionina
sintasa independiente de B12 codificada por el gen metE se estableceria como sistema de

copia de seguridad cuando la isoenzima MetH se encuentre inactiva y/o la coenzima B12 sea
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limitante debido a insuficiente biosintesis, transporte o deficiencia de cobalto en el medio de
cultivo. Y, aunque la reaccion catalizada por la isoenzima MetH y la coenzima B12 en E. coli es
unas cien veces mas rapida que la catalizada por la isoenzima MetE (Greene, 1996), la
presencia de estas vias alternativas ofrece la flexibilidad y la adaptacion metabdlica eficiente
que poseen los estreptomicetos al habitat de suelos oligotroficos proporcionandoles una

ventaja competitiva.

Los riboswitch son hoy en dia reconocidos como un importante sistema de control
genético, ya que regulan genes fundamentales y vias metabdlicas en procariotas, incluyendo
bacterias patdgenas humanas como son Listeria y algunas micobacterias. Por todo ello, los
riboswitch se han convertido en objetivos potenciales para el desarrollo de nuevas clases de
agentes antimicrobianos, compuestos que se asemejan estrechamente al ligando natural del
riboswitch y causan la interrupcion inducida de la expresién de genes metabdlicos esenciales
(Sudarsan et al., 2005; Blount y Breaker, 2006; Cegelski et al., 2008). Adicionalmente, la
comprension de los mecanismos de riboswitch puede conducir a la ingenieria genética de
elementos de control genético nuevos que sean mas simples y mas versatiles que los sistemas
que existen en la actualidad a base de proteinas (Winkler y Breaker, 2003; Winkler y Breaker,

2005; Bauer y Suess, 2006).
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6. CONCLUSIONES
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El agrupamiento génico responsable de la biosintesis de holomicina en S. clavuligerus

ATCC 27064, consta de 13 genes (de himA a himM).

Debido a la sensibilidad a la holomicina de la cepa usada para la expresion heterdloga,
un gen independiente (o varios de ellos, interactuando o no), situado fuera de la
agrupacion hlm, debe contribuir a la resistencia a holomicina en las cepas productoras

de este compuesto.

Los mutantes AhImA, AhImF y AhImE obtenidos mediante la inactivacién de los genes
himA, himF y himE respectivamente, no producen holomicina ni tampoco se ha

detectado la presencia de intermediarios de la ruta.

Los genes him estdn sobre expresados en las cepas productoras de holomicina S.
clavuligerus oppA2::aph, AclaR::aph y AccaR::tsr en comparacidén con la cepa silvestre
S. clavuligerus ATCC 27064, donde el nivel medio de transcripcion es de 73, 26 y 34

veces mayor que en la cepa silvestre, respectivamente.

Todos los genes him se transcriben en los mutantes productores de holomicina hasta
un maximo de 172 veces mas que en la cepa de tipo silvestre. En el caso de himl (que
codifica una tiorredoxina disulfuro reductasa) y himM (que codifica un regulador de
tipo LuxR) su nivel de diferencia de transcripcién no es tan elevada, siendo sus

maximos de 27 y 8 veces superiores a la cepa silvestre.

Las secuencias de los genes hiImE, himl, himH y himM previamente anotadas en las

bases de datos Broad Institute y StrepDB son incorrectas.

El perfil de transcripcion de la agrupacién him en S. clavuligerus consta de ocho
transcritos, cuatro de ellos policistronicos (hImB-E, himFG, himHI y himKL) y cuatro

monocistronicos (hImA, himH, him) y himM).

S. clavuligerus ATCC 27064 posee un fendmeno de riboswitch mediado por coenzima

B12 sobre el gen metE en la cepa. Este es el primer caso demostrado en esta especie.

El nivel de produccion de B12 enddgeno en S. clavuligerus ATCC 27064, no es lo

suficientemente alto como para inhibir la transcripcion del gen metE a través del
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riboswitch, aunque si que sintetiza suficiente coenzima B12 como para permitir una

actividad enzimatica de MetH completamente funcional.
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7. ANEXOS
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7.1. Oligonucleédtidos usados para las RT-PCR de Holomicina

Nombre Secuencia5 > 3’ Anélisis de la region
LRT-PCR03483 CGTCTCCATCGTCAACTACG Primer directo para el entorno de himA
RRT-PCR03483 ACCAGGCCGTCGAACAAC Primerreverso para el entorno de himA
RT-Dir-85 AGATGGTCCGTACGTTCCTG Primerdirecto para el entorno de himB
RT-Rev-85 GCCATTGGTGATGAAGACCT Primerreverso para el entorno de himB
RT-Dir-86 GGTCCGGCTCTACTGTTTTC Primerdirecto para el entorno de himC
RT-Rev-86 GTCATCGTGGTGTTGGACAG Primerreverso para el entornode himC
RT-Dir-87 AGGCTTCAACTGGGACCAC Primerdirecto para el entorno de himD
RT-Rev-87 AGTTTGCGTACGTCGGTGAG Primerreverso para el entornode himbD
DIR_RT_88 GACGAGAGTGTCCGGTTCC Primerdirecto para el entorno de himE
REV_RT_88 AAGTCCTGCGTGAACTGACC Primerreverso para el entorno de himg
RT-Dir-89 AAATCCGATCCCCTCTCCTT Primer directo para el entorno de himF
RT-Rev-89 ACAGTCGGCTTCTCCCACAT Primer reverso para el entorno de himF
RT-Dir-90 GACATTCCGACGATGTACGA Primerdirecto para el entorno de himG
RT-Rev-90 GAACCCCATTCGATATACGC Primerreverso para el entornode himG
RT-Dir-91 GTACGGGCTTCCCTACAGC Primerdirecto para el entorno de himH
RT-Rev-91 TAGCTGCCGATCGAGATACC Primerreverso para el entorno de himH
RT-Dir-92 ATACGGGGCGGAGTTCATAC Primer directo para el entorno de himl
RT-Rev-92 TTGACGGTCCCCTCGAT Primerreverso para el entorno de himl
RT-Dir-93 AAGCAATCACCTGCCATCTC Primer directo para el entorno de himJ
RT-Rev-93 CACTCGTATCCCTCGTGGTT Primerreverso para el entorno de himJ
RT-Dir-94 GTCGGTACGCCTGTTCTGTC Primerdirecto para el entorno de himK
RT-Rev-94 CGCATCAGCGGCAGTAG Primerreverso para el entornode himK
RT-Dir-95 ATGTCCACGAAGACCGAAGA Primer directo para el entorno de himL
RT-Rev-95 GAACAGTTCGGTGACGACAG Primerreverso para el entorno de himL
RT-Dir-96 TATGGCTGGGATTCCTCTTG Primerdirecto para el entorno de himM
RT-Rev-96 CCACGGACAAGGAACAGAGT Primerreverso para el entorno de himM
DIR_RT_92-91 GCGACGGACTCCTGACC Primer directo para el entorno intergénico himl-himH
REV_RT_92-91 CGATCAGGGTGATGGTGAA Primer reverso para el entorno intergénico himl-himH
DIR_RT_85-83 GGCTACGGCTACCTGAAAG Primer directo para el entorno intergénico himB-hImA
REV_RT_85-83 TCGTCGTAGTTGACGATGGA Primer reverso para el entorno intergénico himB-hImA
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7.2. Oligonucledtidos utilizados en experimentos ReDirect,

expresion heteréloga y comprobaciones

Nombre Secuencia5 ‘> 3’ Andlisis de la region
sense PRM GCCGCCCCCAACCTCCGTA Primer directo parala sonda de himA
antisense PRM TGCCGGCCCAACCACCC Primerreverso paralasondade himA

TTCGGGCCCGGCCGGACCAGAAGGGACCA

Primerdirecto parala delecion de himA

UPA03483
CCGCTTCATGATTCCGGGGATCCGTCGACC mediante la técnica del ReDirect.
AAGAGGTTCACGGAGTCCCGGGCTCACTC Primer reverso parala deleciéon de himA
DWA03483 GGCCCGGTCATGTAGGCTGGAGCTGCTT C mediante latécnica del ReDirect.
exDir03483 GCCGCCCCCAACCTCCGTA Primer directo parala comprobacion del ReDirectde himA
exRev03483 TGCCGGCCCAACCACCC Primer reverso para la comprobacién del ReDirectde himA
Apratotal GGGGCCGGACGCTACGGAAG Primer directo para comprobacién del casete de apramicina
L-Southern-03483 AGCAGGGTCCAGACGATCTA Primer directo parala comprobacién por Southern de himA
R-Southern-03483 GACGAGGTGCTGAAGCTGTT Primerreverso parala comprobacion por Southern de himA

ReD-Di03489

GTGTTGACCGGGTCATGAATTCCCCCTCATC
ATTTCGCCATGATTCCGGGGATCCGTCGACC

Primerdirecto paraladelecion de himF

mediante latécnica del ReDirect.

ReD-Re03489

CACCGACCCATTCGTACATCGTCGGAATGTC
CTCCGCCATCATGTAGGCTGGAGCTGCTTC

Primer reverso parala delecién de himF

mediante la técnica del ReDirect.

Ext-Dir-89 CGGGGTCGTCGTAGAAGC Primer directo parala comprobacion del ReDirectde himF
Ext-Rev-89 GGCACGTCCTTCATCTTCTC Primer reverso para la comprobacion del ReDirectde himF
. TGACCATTCGGTGGTACCGAAGGGGTCCTTC Primerdirecto parala delecion de himE
ReD-Di03488

GGTCAGTTCTGATTCCGGGGATCCGTCGACC

mediante latécnica del ReDirect.

ReD-Re03488

TGCCGCCGGTGGCGTCCGTGAGGCCGTGCG
CCGTTCCGCTCATGTAGGCTGGAGCTGCTTC

Primer reverso parala delecién de himg

mediante la técnica del ReDirect.

Ext-Dir-88 CTCGATCCGGCGGTAGTA Primer directo parala comprobacion del ReDirectde himE
Ext-Rev-88 GCGACAGGAACGAAGTGG Primer reverso para la comprobacioén del ReDirectde himE
UpG-Sco-F CCTACGAGATCGTCCTGGAG Primerdirecto para laregion gabD-argG de S. coelicolor
UpG-Sco-R ATGATCCGGTTCTCGATCTG Primerreverso paralaregion gabD-argG de S. coelicolor
UpG-Scl-F GGATCGTGGACATCCTCAAC Primer directo paralaregiéon gabG-argH de S. clavuligerus
UpG-Scl-R CTCGTACACCTCACGGGACT Primer reverso paralaregién gabG-argH de S. clavuligerus

sonda-Di-metH ACCTCGTCGACATCATCCTC Primer directo parala sonda de metH
sonda-Re-metH AGTTCGAGGTAGTCGCGGTA Primerreverso parala sonda de metH

GCAAAGCCGACAGCCGTCGCATCCCAGGGA

Primer directo parala delecion de metH

ReD-DimetH
GCACATTCCATGATTCCGGGGATCCGTCACC mediante latécnica del ReDirect.
CCGGGGATCACTGGGGATCACCGGGGGCAC Primer reverso para la deleciéon de metH
ReD-Re metH CGGGCGTCCTCATGTAGGCTGGAGCTGCTTC mediante latécnica del ReDirect.
Ext-Dir-metH ACGGACACAATCTCGACCTC Primer directo parala comprobacion del ReDirectde metH
Ext-Rev-metH ACTGGATGTTCTTCGCCATC Primer reverso para la comprobacioén del ReDirectde metH
sonda-Di-metE CGGGAGCTGAAGAAGGCCAT Primer directo parala sonda de metE
sonda-Re-metE ATCTCGGTGGTCTTCTGGCG Primerreverso parala sonda de metE

ReD-DirmetE

GGGTTCTCAGGGATTCATCTCGCGAAGGA
GATCTCCGTGATTCCGGGGATCCGTCGACC

Primerdirecto parala delecién de metE

mediante la técnica del ReDirect.

ReD-Rev metE

GCACCGGTGGGTGCCCCGGCCCGGCGGT
GTGCCGGATCATGTAGGCTGGAGCTGCTTC

Primer reverso para la delecion de metE

mediante latécnica del ReDirect.

Dir-Ext-metE

ACCTGCTGATACGGGATGTC

Primer directo parala comprobacion del ReDirectde metE

Rev-Ext-metE

TCGCTCTACGACGAGTTCAA

Primer reverso para la comprobacioén del ReDirectde metE
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7.3. Oligonucledtidos usados para las RT-PCR de Riboswitch

Nombre Secuencia5 ‘2> 3’ Anélisis de la region
RT-Di-metH CTGGGACGACTGTGTGGAG Primer directo para el entorno de metH
RT-Re-metH GAGGGTGTCGATGAGGATGT Primer reverso para el entorno de metH
RT-Di-metE GACCCGTCACCTATCTGCTG Primer directo para el entorno de metkE
RT-Re-metE AGGGTGGACAGGGACTTCTC Primer reverso para el entorno de metE
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