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Abreviaturas y acrónimos 
 

Se presentan a continuación las abreviaturas y acrónimos empleados a lo largo de esta 

memoria. Se excluyen en general las soluciones y medios descritos en el capítulo “Materiales 

y métodos”. 

AcNa: Acetato sódico  

ACP: proteína trasportadora de grupos 

acilo  

ADNc: ADN complementario 

ADNg: ADN total o genómico 

antibióticoR: resistente a un determinado 

antibiótico 

antibióticoS: sensible a un determinado 

antibiótico 

Apr: apramicina 

ARNr: ARN ribosomal 

ARNt: ARN de transferencia 

AT: aciltransferasa 

ATCC: colección americana de cultivos tipo 

AU: unidades de absorbancia 

AZA: azatioprina 

CIA: cloroformo-alcohol isoamílico 

CoA: coenzima A 

CsA: ciclosporina A 

Ct: C-terminal 

CTAB: bromuro de cetil-trimetil amonio 

DH: deshidratasa 

DCDC: 4,5 dihidroxi-1,5-dienocarboxílico 

DHCHC: ácido 4,5 dihidroxiciclohex-1-

enecarboxílico 

DMSO: dimetilsulfóxido 

dNTPs: desoxinucleótidos trifosfato 

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 

ER: enoil reductasa 

FAS: sintasa de ácidos grasos 

FDA: agencia del medicamento de los EEUU 

GlcNAc: N-acetil glucosamina 

HK: Histidina quinasa 

HK: histidina quinasa 

HPLC: Cromatografía líquida de alta 

resolución  

HTH: hélice-vuelta-hélice 

IPTG: 1-isopropil-β-D-galactopiranósido 

kb: kilopares de bases 

KCTC: colección de cultivos tipo koreana 

Kn: kanamicina 

KR: cetoreductasa 

KS: cetosintasa 

LAL: proteína de gran tamaño de unión a 

ATP de la familia LuxR 

M: molar. 

MCS: sitio de clonación múltiple 

MMF: micofenolato de mofetilo 

MTBE: metilterbutileter 

nm: nanómetro 

NRPS: péptido sintasa no ribosomal 

Nt: N-terminal 

nt: nucleótido 

ORF: marco de lectura abierto 

pb: pares de bases 

PKS(s): policétido sintasa(s) 

PT: proteínas terminales 

qRT-PCR: PCR cuantitativa a tiempo real 

QS: quórum sensing 

RIN: número de integridad del ARN 

rpm: revoluciones por minuto 

RR: Regulador de respuesta 

SDS: docedil sulfato sódico 

Tª: Temperatura 

TE: tioesteresa    

TFA: ácido trifluoro acético                                                                                                             



 

 

TFR: familia reguladores transcripcionales TetR  vol / v: volumen                   

TIR: Repeticiones terminales invertidas                    WT: fenotipo salvaje (wild type). 

Tm: temperatura de fusión                                           X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil- 

Tris: tris-hidroximetil-aminometano                                        -β-D-galactopiranósido     

                                                                                                               

Glosario de términos coloquiales en medicina pero que no están recogidos en la RAE: 

Sintenia 

Clado
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3 Introducción 

1.1. Género Streptomyces 

1.1.1. Taxonomía del género 
La taxonomía de las actinobacterias ha sido actualizada periódicamente. En 2001 se 

publicó el primer volumen de la segunda edición del “Bergey's Manual® of Systematic 

Bacteriology”, en la cual se hace una clasificación fundamentalmente filogenética en lugar de 

fenotípica, y por consiguiente, muy diferente de la primera edición. Esta segunda edición 

consta de 5 volúmenes, transcurriendo 12 años desde el lanzamiento del primer volumen 

hasta el quinto y último volumen publicado en 2012. El volumen V está dedicado a un grupo 

filogenéticamente compacto denominado Actinobacteria, al que se ha asignado la categoría 

taxonómica de filo y dentro del cual se encuadra el género Streptomyces, objeto de estudio de 

este trabajo (Ludwig et al., 2012). 

El filo Actinobacteria se encuentra sólidamente respaldado por el análisis de los genes que 

codifican los ARNr 16S y 23S, la presencia de inserciones y deleciones conservadas en 

determinadas proteínas y reorganizaciones génicas características (Goodfellow y Fiedler, 

2010). El marco filogenético de este V volumen dedicado a las actinobacterias se construye en 

base a los análisis taxonómicos de Stackebrandt et al. (1997) y Zhi et al. (2009). Stackebrandt 

enmienda la descripción de la subclase Actinobacteridae y de la familia Actinomicetaceae 

propuesta por Buchanan (1918), mientras que Zhi et al. (2009) realizan una nueva enmienda 

de los grupos anteriores. Sin embargo, en la clasificación propuesta en el volumen V de esta 

segunda edición, aunque basándose en el marco filogenético anterior, se decide eliminar los 

rangos taxonómicos de subclase y suborden y los clados representados por estos rangos son 

elevados a los rangos de clase y orden, respectivamente. De este modo, se consigue un 

enclave taxonómico más consistente del filo Actinobacteria, donde el número de subdivisiones 

de los rangos superiores pasa de 6 (“Road Map to the manual” del volumen I y II de la 

segunda edición) (Garrity y Holt, 2001; Garrity et al, 2005) a 4 en el volumen V de la segunda 

edición (Ludwig et al., 2012) (Tabla 1.1). Esta nueva clasificación taxonómica conlleva 

importantes cambios: por un lado, la clase Actinobacteria excluye las subclases  

Acidimicrobidae, Coriobacteridae, Nitriliruptoridae y Rubrobacteridae debido a la elevación de 

éstas al rango de clases. Del mismo modo, con la elevación del suborden Actinomycetales a 

orden, éste se restringe únicamente a la familia Actinomycetaceae, mientras que los 

subórdenes Micrococcineae y Pseudonocardineae dejan de estar en uso. 

Con esta nueva clasificación, el término “actinomicetales” incluye en sentido estricto 

únicamente a la familia Actinomycetaceae, aunque debido al uso generalizado del término no 

se excluye su uso en el sentido convencional. 
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Tabla 1.1. Enclave taxonómico del género Streptomyces* 
 
  

 

2ª Ed Bergey´s Manual (Garrity et al., 2005) 
 

2ª Ed Bergey´s Manual (Ludwig et al., 2012)

Dominio Bacteria, 

Filo BXIV “Actinobacteria”, 

Clase I Actinobacteria, 

Subclase V Actinobacteridae, 

Orden I Actinomycetales, 

Suborden XIV Streptomycineae, 

Familia I Streptomycetaceae, 

Género I Streptomyces. 

Dominio Bacteria, 

Filo XXVI “Actinobacteria”, 

Clase I Actinobacteria, 

 

Orden XIV Streptomycetales, 

 

Familia I Streptomycetaceae, 

Género I Streptomyces. 

(*) En el volumen V de la segunda edición del Bergey´s Manual, publicado en 2012, se observa una reducción del 
número de subdivisiones de los rangos taxonómicos del filo Actinobacteria de 6 a 4, siendo 6 las subdivisiones 
presentes en los volúmenes I y II de esta segunda edición. 

1.1.2. Características biológicas del género Streptomyces 
Aunque el origen evolutivo de los actinomicetos todavía no ha sido totalmente 

esclarecido, existen indicios que sitúan al último antecesor común de las actinobacterias hace 

1500-2000 millones de años (Ma) como resultado de la primera oxigenación de la atmósfera.  

En cuanto al género Streptomyces, su origen data hace 450 Ma, coincidiendo con la 

colonización de la Tierra por las plantas verdes y el consiguiente incremento del nivel de 

oxígeno atmosférico (Embley y Stackebrandt, 1994). Estos dos fenómenos fueron esenciales 

para la aparición de los miembros del género Streptomyces y ponen de manifiesto 

importantes características del género. Por un lado, la colonización de la Tierra por las 

plantas permitió el rápido desarrollo de las bacterias del género gracias a su capacidad para 

producir gran cantidad de enzimas hidrolíticas extracelulares como quitinasas, celulasas, o 

xilanasas, capaces de degradar eficazmente sustancias complejas como lignocelulosa, quitina 

o peptidoglicano procedente de plantas, hongos y otros organismos  (Chater, 2006). Desde 

entonces, el género Streptomyces ha tenido un importante papel en la formación del suelo, 

participando activamente en los ciclos biogeoquímicos y contribuyendo notablemente a su 

mineralización. 

Por otro lado, el incremento de oxígeno también fue un factor esencial para la aparición 

de los estreptomicetos, ya que salvo contadas excepciones, se considera que los miembros del 

género Streptomyces son aerobios estrictos con una limitada capacidad de crecimiento en 

condiciones microaerófilas (Kutzner, 1981). El crecimiento como aerobios o microaerófilos 

depende de las condiciones nutricionales del medio de cultivo. En medio ricos, los 

estreptomicetos crecen aeróbicamente en la superficie de una placa de agar semisólida, 
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mientras que en medios pobres o con fuentes de carbono no asimilable, crecen como 

microaerófilos. Sin embargo, los estreptomicetos, como principales representantes de la 

microbiota del suelo y como consecuencia de la naturaleza compleja de éste y  de su 

necesidad de adaptación, han tenido que adquirir y desarrollar sistemas de respiración 

alternativa a la aerobia para sobrevivir a situaciones como la disminución de la 

concentración o la falta de oxígeno  de manera temporal o local (suelos parcialmente 

mojados o inundados, lodos, etc). Por ello, y aunque no son muy abundantes, se han descrito 

algunas especies capaces de respirar nitrato como Streptomyces violaceoruber, Streptomyces 

nitrosporeus, Streptomyces thioluteus o Streptomyces coelicolor que llevan a cabo la 

desasimilación incompleta del nitrato, y Streptomyces antibioticus, que es capaz de realizar la 

desnitrificación completa de nitrato a N2, actuando todos ellos como anaerobios facultativos 

(Albrecht et al., 1997; Kumon et al., 2002; Shoun et al., 1998). Sin embargo,  la viabilidad 

mediante respiración anaerobia estricta solo ha sido referenciada en estado de espora. En S. 

coelicolor se ha demostrado que la presencia de 3 copias de la agrupación de nitrato reductasa 

respiratoria (nar) permite tanto a las esporas durmientes como a las germinativas sobrevivir 

durante varias semanas en ausencia total de oxígeno tras un crecimiento inicial 

microaeróbico (Fischer et al., 2010; van Keulen et al., 2003). 
 

La mayoría de las especies del género Streptomyces son neutrófilas estando su pH de 

crecimiento entre 5,0 y 9,0 y siendo su óptimo cercano a pH 7. Son aisladas de forma asidua 

tanto en suelos neutros como alcalinos. Sin embargo, se han aislado cepas acidotolerantes y 

acidófilas en suelos ácidos que crecen en un intervalo de pH de 3,5 y 6,5 (óptimo entre 4,5 y 

5,5). Las cepas acidófilas pueden producir exoenzimas que requieren un pH ácido y que 

juegan un papel importante en la descomposición de suelos ácidos y basura (Williams y 

Flowers, 1978). También han sido descritos estreptomicetos basotolerantes y basófilos con un 

con pH óptimo de crecimiento entre 9 y 9,5. Mikami et al. (1982) describen cepas capaces de 

crecer a un pH de 11,5. 

El género Streptomyces incluye mayormente especies mesófilas, creciendo a temperaturas 

entre 10 y 37 ºC (óptima entre 25 y 35 ºC), aunque algunas especies pueden crecer por encima 

de 37 ºC actuando como termotolerantes. Se han descrito una minoría de especies termófilas 

que muestran crecimiento entre 28 y 55 ºC, pudiendo crecer incluso a temperaturas 

superiores (Kim et al., 1999). Se han aislado especies termófilas de muestras de suelo, 

estiércol, compost,  aguas residuales y hábitats acuáticos (Cross, 1981; Ohta e Ikeda, 1978; 

Tendler y Burkholder, 1961). En cuanto a la Tª de cultivo, esta deberá establecerse en función 

del objetivo del estudio ya que la Tª óptima de crecimiento rápido y máximo rendimiento 
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puede no ser la mejor elección para estudiar la producción de metabolitos secundarios 

(Kutzner, 1981). 
 

En cuanto al estilo de vida, existen escasas excepciones al modo saprofito. De las 11041 

especies de Streptomyces descritas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy), solo son 

reconocidas una docena de especies como parásitos de plantas, siendo Streptomyces scabies, la 

más extendida (Bignell et al., 2010). En cuanto a infecciones humanas, se han descrito un 

escaso número de especies capaces de causar enfermedades, como las especies Streptomyces 

somaliensis y Streptomyces sudanensis, causantes del actinomicetoma (Quintana et al., 2008), 

habiéndose descrito además varios casos de infecciones oportunistas por estreptomicetos 

(Kapadia et al., 2007; Pellegrini et al., 2012). 

1.1.3. Ecología del género Streptomyces 
Las bacterias del género Streptomyces, de manera mayoritaria, son habitantes del suelo. 

En la mayoría de los suelos los estreptomicetos constituyen entre el 1 y el 20 % del recuento 

total de viables (en inglés “total viable count”), que equivale a 104-107 unidades formadoras 

de colonia (u.f.c.) por gramo de suelo (Korn-Wendisch y Kutzner, 1992), constituyendo en 

algunos suelos la población dominante. 

Aunque es frecuente aislar actinomicetos de muestras de agua dulce, sedimentos de ríos 

y lagos y  de zonas costeras y sedimentos marinos, se considera que estos organismos no son 

parte de la microbiota autóctona y que probablemente derivan de hábitats terrestres (Cross, 

1981). Sin embargo, los actinomicetos pueden sobrevivir como formas durmientes en 

hábitats acuáticos durante largos periodos.  Esta cualidad para formar esporas junto con su 

capacidad para utilizar gran cantidad de fuentes de carbono han permitido su ubicuidad. Las 

esporas permiten resistir a condiciones adversas tanto nutricionales como de disponibilidad 

hídrica y a su vez facilitan la dispersión mediante agua, animales o incluso aire (Lloyd, 1969; 

Ruddick et al., 1972). Por ello, y de manera minoritaria, especies del género Streptomyces han 

colonizado ambientes acuáticos, como es el caso de Streptomyces axinellae, especie aislada de 

una esponja marina (Pimentel-Elardo et al., 2009), Streptomyces pharmamarensis aislada de una 

muestra procedente de sedimento marino (Carro et al., 2012) o Streptomyces qinglanensis y 

Streptomyces xiamenensis, aislados de muestras procedentes de sedimentos de manglares (Hu 

et al, 2012; Xu et al., 2009). 

Una característica diferencial de los estreptomicetos es su capacidad para producir 

metabolitos volátiles aromáticos, como geosmina y 2-metilisoborneol, responsables del olor 

característico a tierra mojada (Bentley y Meganathan, 1981; Gerber y Lechevalier, 1965; Wang 

y Cane, 2008). Los estreptomicetos crecen sobre la vegetación en descomposición en las 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy


 

 

7 Introducción 

riberas de los ríos o las marismas y sobre los tapetes de algas flotantes y otros restos 

vegetales en descomposición. Cuando se produce la subida del nivel de agua de los ríos, esas 

sustancias son liberadas causando el olor y sabor desagradable del agua potable y por tanto 

afectando a su calidad (Gerber, 1979). Dichos compuestos, aunque inocuos para el consumo 

humano, son responsables de grandes pérdidas económicas en importantes sectores, ya que 

también son causantes del olor y sabor mohoso de pescados de acuicultura (Petersen et al., 

2011) y del aroma terroso en bebidas como el vino y la  cerveza, afectando negativamente a 

las cualidades organolépticas (Darriet et al., 2000).  
 

1.1.3.1. Importancia ecológica de Streptomyces  

Los estreptomicetos juegan un papel esencial en el reciclado de la materia orgánica. La 

mayoría de ellos pueden degradar materiales complejos y recalcitrantes de plantas y 

animales como polisacáridos (celulosa, quitina, pectina o almidón), proteínas (elastina o 

queratina), compuestos aromáticos y lignocelulosa. 

Los genomas de Streptomyces codifican un elevado número de proteínas secretadas. El 

microorganismo modelo S. coelicolor A3(2) presenta aproximadamente 800 proteínas 

extracelulares, entre las que se encuentran 147 hidrolasas, 7 celulasas y 5 quitinasas (Bentley 

et al., 2002; Ventura et al., 2007).  

Las amilasas y sus inhibidores, son las responsables de la degradación del almidón, 

fuente primaria de la industria alimentaria. La primera α-amilasa caracterizada en 

Streptomyces fue la α-amilasa (aml) de S. limosus (Long et al., 1987). Asimismo han sido 

identificados en varias especies del género Streptomyces los genes que codifican xilanasas, 

implicadas en la descomposición de lignocelulosa. Estas xilanasas son producidas por 

estreptomicetos mesófilos como Streptomyces  lividans (Mondou et al., 1986) y  termófilos 

como Streptomyces thermoviolaceus OPC-520, que produce una xilanasa termoestable  (Tsujibo 

et al., 1992). Igualmente se han identificado complejos pectinolíticos (Sato y Kaji, 1980), 

quitinolíticos (quitinasa y quitobiasa) (Berger y Reynolds, 1958) y complejos celulolíticos 

(endocelulasas y exocelulasas) (Crawford y McCoy, 1972; Ishaque y Kluepfel, 1980) en 

distintos estreptomicetos. Recientemente, han sido caracterizadas varias cepas de 

Streptomyces aisladas de heces de herbívoros que son capaces de convertir la celulosa y la 

lignocelulosa en lípidos y azúcares reducidos. Estas cepas presentan gran interés por su 

posible uso en la producción de biofuel (Liu et al., 2014). También son herramientas útiles en 

la industria textil las lacasas producidas por Streptomyces cyaneus CECT3335 por su 

capacidad para decolorar y detoxificar los colorantes azoicos (Moya et al., 2010). 
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Otras enzimas ampliamente distribuidas entre los estreptomicetos son las proteasas 

extracelulares e inhibidores de proteasas (Kim et al., 2008; Taguchi et al., 1989). Es frecuente 

encontrar en Streptomyces queratinasas, herramientas útiles en biotecnología por su 

capacidad para degradar cuero y residuos que contienen queratina (Chao et al., 2007; Syed et 

al., 2009). También han sido estudiadas lipasas extracelulares y los genes que las codifican en 

diferentes cepas de Streptomyces (Cruz et al., 1994). 

Además de degradar polímeros, algunos estreptomicetos también tienen capacidad de 

degradar compuestos orgánicos como el algodón o la goma (Jendrossek et al., 1997; Lacey y 

Lacey, 1987). De hecho, Streptomyces spp. son los miembros mayoritarios en comunidades de 

actinomicetos capaces de utilizar goma y látex como única fuente de carbono y energía 

(Jendrossek et al., 1997). Incluso algunos estreptomicetos son productores de enzimas capaces 

de modificar fármacos y xenobióticos (Peczynska-Czoch y Mordarski, 1988). 

1.1.4. Ciclo de vida del género Streptomyces 
Existen tres características destacadas del género Streptomyces que le confieren especial 

interés: a su ya mencionada capacidad para producir importantes enzimas hidrolíticas 

extracelulares, se une tanto el desarrollo de un ciclo de vida complejo que culmina con la 

formación de un micelio aéreo con capacidad de esporulación, como su gran capacidad para 

producir antibióticos y otros metabolitos secundarios con importantes actividades 

farmacológicas. Las tres características se relacionan con fases tardías del ciclo de vida y 

están fuertemente relacionadas entre sí.  
 

 

 Ciclo de vida del género Streptomyces: Modelo clásico 
 

El ciclo de vida de las bacterias del género Streptomyces exhibe una gran complejidad, 

rasgo inusual entre procariotas (Figura 1.1). Dicha complejidad presenta cierta similitud con 

el ciclo de vida de los hongos filamentosos, lo que puede ser debido a la adaptación a nichos 

ecológicos similares, aunque los mecanismos que desencadenan la diferenciación muestran 

distintos orígenes evolutivos (Chater, 2006). 

Desde la primera descripción del ciclo de vida de Streptomyces sp. donde se postula la 

formación del micelio sustrato por unión celular con fusión de cromosomas (Klieneberger-

Nobel, 1947), en lugar de por división nuclear como demostró posteriormente Mc Gregor 

(1954), han sido muchas las investigaciones que han tenido como principal objeto de estudio 

descifrar los mecanismos que gobiernan la diferenciación morfológica del género 

Streptomyces. Desde entonces, las fases por las que atraviesa el ciclo vital han sido estudiadas 

en profundidad, principalmente en S. coelicolor, microorganismo modelo del género.  
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A continuación, se describen las distintas etapas de diferenciación morfológica que tienen 

lugar durante el ciclo de vida, así como la diferenciación bioquímica asociada a cada etapa 

(Figura 1.1): 

* Las esporas presentes en el suelo germinan cuando aparecen en el medio condiciones 

hídricas y nutricionales favorables. Las esporas forman uno o dos tubos germinativos que 

continúan creciendo de manera apical, para posteriormente dividirse, en un proceso que da 

lugar a un conjunto de hifas ramificadas, filamentosas y multinucleadas que penetran en el 

sustrato, constituyendo el micelio vegetativo o sustrato (Flärdh y Buttner, 2009). Una vez 

consumidos los nutrientes disponibles de forma inmediata, es necesario acceder a los 

nutrientes insolubles del medio, lo que se ve altamente favorecido tanto por un crecimiento 

miceliar (hifas ramificadas) que facilita la penetración y adhesión a restos orgánicos 

insolubles, como por la producción y liberación de enzimas hidrolíticas (xilanasas, celulasas), 

que degradan los restos orgánicos insolubles de plantas, y quitinasas, que permiten romper 

las paredes celulares de los hongos, sus principales competidores. Del mismo modo, se 

liberan antibióticos para así asegurarse que los nutrientes de plantas ya solubilizados no sean 

utilizados por otros competidores.  
 

 

 
 

Figura 1.1. Ciclo de vida del género Streptomyces. A partir de la espora en condiciones favorables, se forma el 
tubo germinativo que da lugar al micelio sustrato. En repuesta a la limitación de nutrientes se forma el micelio 
aéreo y las hifas que lo forman se segmentan en partes uninucleadas que dan origen a una nueva espora,  
cerrándose el ciclo. Fuente: Imagen obtenida y modificada de Hunter (2007). 
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* Por último, nuevamente señales de escasez nutricional desencadenan la 

diferenciación morfológica del micelio aéreo que comienza a dividirse de forma controlada 

formando  compartimentos unigenómicos mediante septos de doble capa, dando lugar a una 

cadena de preesporas compartimentalizadas que se diferenciarán a esporas maduras y se 

liberarán finalmente al aire como esporas individuales. La formación de esporas, formas 

semidurmientes del ciclo vital, permiten la adaptación a un medio complejo como es el suelo, 

sometido a constantes cambios físicos: cambios  de aireación (condiciones 

aerobias/anaerobias), humedad (sequía/inundaciones), Tª (congelación), presión 

hidrostática, tensión superficial y pH, entre otras (Ensign, 1978). Además, dichas esporas 

permiten la supervivencia en el suelo durante largos periodos, ya que se han conseguido 

cultivos viables a partir de muestras de suelo de más de 70 años (Morita, 1985).     
 

 Se observa por tanto una estrecha relación entre la diferenciación morfológica y la 

producción de antibióticos, la cual está perfectamente reguladas por señales ambientales 

(Chater et al., 2010; Flärdh y Buttner, 2009; Martín y Liras, 2010). 

Recientemente, se han descrito nuevos aspectos del proceso de diferenciación del género 

Streptomyces caracterizándose nuevas etapas del ciclo celular (Manteca et al., 2005) (ver 

siguiente apartado) (Figura 1.2).  
 

 

 
 

Figura 1.2. Ciclo de desarrollo de Streptomyces. En rojo se muestran las nuevas fases descritas por el grupo de 
Manteca et al. MI, primer micelio vegetativo; MII, segundo micelio reproductivo y productor de metabolitos 
secundarios; MCP “muerte celular programada”. Fuente: Imagen tomada y modificada de www.unioviedo.es. 
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 Ciclo de vida del género Streptomyces: Modelo actual 

El modelo clásico de desarrollo del género Streptomyces en medio sólido asume que la 

diferenciación celular tiene lugar a lo largo del eje transversal de la colonia, donde el micelio 

vegetativo crece en superficie y entre el agar, formando hifas multinucleadas no 

compartimentalizadas, hasta que tiene lugar un programa controlado de muerte celular 

formándose el micelio reproductivo que crece en el aire, medio al que se liberan las esporas 

tras producirse la septación del micelio aéreo. Aunque este modelo ha sido válido durante 

más de medio siglo, estudios recientes del proceso de muerte celular en Streptomyces han 

desvelado nuevas fases del ciclo vital. 

* Acorde con el modelo de diferenciación, el ciclo comienza con la germinación de la 

espora formándose un micelio compartimentalizado diferente del micelio sustrato y del 

micelio aéreo, que son multinucleados, denominado primer micelio (MI), tras el cual tiene 

lugar un proceso controlado de muerte celular alternándose segmentos de micelio viable y 

muerto (Manteca et al., 2005).  

* El proceso de muerte celular programada (MCP) supone la parada del crecimiento 

del MI, tras la cual se produce el crecimiento a partir de los segmentos viables de un segundo 

micelio multinucleado (MII). En cultivos en medio sólido se definen dos tipos de segundo 

micelio en función de la presencia o ausencia de las capas hidrofobas características que 

cubren las hifas del micelio aéreo: 

⇒ En una fase temprana aparece el MII que carece del recubrimiento hidrófobo.  

⇒ En una fase tardía el micelio MII muestra dicha cobertura hidrofoba. 
 

Según este modelo, la fase vegetativa estaría representada por el primer micelio joven 

compartimentalizado (MI), mientras que la fase reproductiva estaría formada tanto por el 

estadío temprano como tardío del segundo micelio (MII), ya que ambos micelios están 

destinados a esporular. Haciendo una correlación con el módelo clásico, el micelio sustrato 

del modelo tradicional equivaldría a la fase temprana del segundo micelio y por tanto sin 

recubrimiento hidrófobo, y el micelio aéreo con la fase tardía del segundo micelio, el cual ya 

se ha recubierto de la superficie hidrofoba (Figura 1.3).  

* Al final del ciclo de desarrollo se produce una segunda ronda de muerte celular 

programada tanto en el micelio sustrato como en el micelio aéreo, tras la cual se produce la 

segmentación de las hifas multinucleadas, formándose la cadena de esporas que finalmente 

serán liberadas al aire (Manteca et al., 2005; 2010; Yagüe et al., 2010). 

En cultivos sumergidos, donde tienen lugar la mayor parte de los procesos industriales 

para producción de metabolitos secundarios, la mayoría de las cepas de Streptomyces no 
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presentan esporulación asumiendo por tanto que no existe diferenciación. Sin embargo, 

estudios recientes muestran que en medio líquido, al igual que en cultivo sólido, tiene lugar 

un proceso inicial de diferenciación (Manteca et al., 2005; 2008; 2010). 

En cultivos sumergidos se ha detectado un micelio temprano (MI) compartimentalizado 

a partir del cual se forma un segundo micelio multinuclear (MII)  tras sufrir un proceso de 

muerte celular programada (Manteca et al., 2005; 2010). Si bien aunque en medio líquido no 

tiene lugar el recubrimiento hidrófobo, ni la esporulación, se han descrito algunas 

excepciones, como Streptomyces griseus (Daza et al., 1989; Kendrick y Ensign, 1993), 

Streptomyces chrysomallus (Kuimova y Soina, 1981) Streptomyces acrimycini, Streptomyces 

antibioticus (Novella  et al., 1992), Streptomyces albidoflavus (Rho y Lee, 1994), Streptomyces 

venezuelae (Glazebrook et al., 1990) o Streptomyces brasiliensis (Rueda et al., 2001). 
 

 
 

 
 

Figura 1.3. Diagrama de las fases del proceso de diferenciación morfológica en medio sólido en Streptomyces. 
En el modelo clásico, la fase vegetativa, representada por el micelio sustrato, se diferencia a micelio aéreo tras un 
proceso de muerte celular programada. En el modelo actual, aparecen nuevas estructuras miceliares, además de 
producirse una segunda ronda de muerte celular programada. La viabilidad celular es analizada con dos 
colorantes; el ioduro de propidio que se une a los ácidos nucleicos de las células muertas y SYTO 9, que tiñe las 
células viables. Imágenes de microscopía electrónica de micelio sustrato (A) y micelio aéreo (B).  Imágenes de 
microscopía de fluorescencia confocal láser del primer micelio (C), del segundo micelio (E) y de un agregado 
miceliar que ha entrado en la primera ronda de muerte celular programada (D. Fuente: Imágenes tomadas y 
modificadas de Manteca y Sánchez (2009) y Yagüe et al., (2010).  
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Este conocimiento exhaustivo del proceso de diferenciación ha sido de vital importancia 

para los análisis de producción de las fermentaciones industriales, ya que se ha comprobado 

que el inicio del metabolismo secundario se corresponde con la diferenciación del micelio 

inicial compartimentalizado (MI) al segundo micelio multinuclear (MII), tanto en cultivo 

sumergidos como en cultivos sólidos (Manteca et al., 2008; 2010; Yagüe et al., 2013). 

1.1.5. Características genéticas del género Streptomyces 
El género Streptomyces se engloba dentro del grupo de bacterias Gram positivas con alto 

contenido en CG tanto en el ADN cromosómico como plasmídico. El rango de porcentaje de 

CG oscila entre el 70 y 74% para todas las especies de Streptomyces con genoma secuenciado.  
 

1.1.5.1. El cromosoma 

La secuenciación del genoma de S. coelicolor A3(2), primera especie de Streptomyces 

secuenciada, presentó un tamaño del cromosoma de 8,6 Mb y 7825 marcos de lectura (ORF), 

presentando mayor número de genes que el microorganismo eucariota Saccharomyces 

cerevisiae, que contiene 6203 genes (Bentley et al., 2002). En los últimos dos años, tras el 

desarrollo y expansión de las nuevas técnicas de secuenciación masiva o secuenciación de 

segunda generación (del inglés, “next generation sequencing-NGS”) los genomas de especies 

de Streptomyces secuenciados se han multiplicado exponencialmente. Según la base de datos 

GOLD (“Genomes OnLine Database”) actualmente existen 146 proyectos de secuenciación 

de genomas de especies de Streptomyces, incluyendo 15 genomas totalmente secuenciados y 

publicados, y 128 genomas presentando huecos de secuencia. De entre los genomas 

secuenciados con datos disponibles se obtiene que el tamaño del cromosoma varía 

notablemente entre las distintas especies del género, presentando un rango de 5,18 a 11,9 Mb, 

si bien en la mayoría de los casos el tamaño del cromosoma se encuentra en el rango de 7 a 

10 Mb, situándose entre los genomas bacterianos más grandes conocidos. El límite inferior lo 

marca el cromosoma del patógeno humano S. somaliensis, dato coherente con el trabajo de 

Toft y Andersson (2010), donde afirman que la reducción del tamaño del genoma en 

microorganismos patógenos es resultado del proceso de adaptación de la bacteria patógena a 

su hospedador.  
 

1.1.5.2. Estructura cromosómica 

De manera generalizada se considera que las bacterias presentan un único cromosoma 

circular, quedando confinada la linearidad a los cromosomas eucariotas (Riley y Anilionis, 

1978). Sin embargo, en 1993, Lin et al. demostraron la linearidad del cromosoma de S. 

lividans, característica refrendada en años posteriores para distintas especies de Streptomyces 

haciéndose extensible a todo el género (Leblond et al., 1993; Lezhava et al., 1995). 
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 La presencia de un cromosoma lineal, aún siendo poco frecuente en procariotas, no está 

confinada al género Streptomyces, estando principalmente presente entre los Actinomicetales. 

Esta característica no siempre es común al género, como ocurre en Nocardia, Rhodococcus y 

Amycolatopsis, donde se ha comprobado que las especies Nocardia asteroides, Rhodococcus 

opacus, Rhodococcus jostii y Amycolatopsis orientalis presentan un cromosoma lineal (McLeod et 

al., 2006; Redenbach et al., 2000), mientras que Nocardia farcinica, Rhodococcus erythropolis y 

Amycolatopsis mediterranei presentan un cromosoma circular (Ishikawa et al., 2004; Zhao et al., 

2010). La presencia de un cromosoma lineal tampoco es exclusiva de las bacterias Gram 

positivas, puesto que el género Borrelia perteneciente al grupo de las espiroquetas también 

presenta un cromosoma lineal aunque de menor tamaño, cercano a 1 Mb (Ferdows y 

Barbour, 1989).  

La linearización del cromosoma en procariotas tuvo lugar de forma espontánea a lo 

largo de la evolución. Aunque no se conoce cómo ocurrió con exactitud, se piensa que tuvo 

lugar tras un proceso de recombinación simple entre un cromosoma circular inicial y un 

plásmido lineal. Entre los indicios que avalan esta teoría destacan la utilización de la misma 

estrategia que los plásmido lineares para solventar los problemas de replicación de los 

extremos, junto con el uso de un sistema de replicación bidireccional hacia los telómeros a 

partir de un origen de replicación central (ori), al igual que sus antecesores circulares (Volff y 

Altenbuchner, 2000).  

Para solucionar los problemas de replicación de los telómeros, el cromosoma lineal de 

Streptomyces presenta proteínas terminales (PTs) unidas covalentemente al extremo 5´que 

actúan como cebadores para la ADN polimerasa en la síntesis del último fragmento de 

Okazaki, estando altamente conservadas tanto en secuencia como en tamaño (aprox. 185 aa) 

(Bao y Cohen, 2001; Yang et al., 2002).  

Otra característica del cromosoma lineal de Streptomyces es la presencia de secuencias 

repetidas e invertidas en ambos extremos. Dichas secuencias, denominadas TIR (del inglés 

“terminal inverted repeat”) muestran un tamaño variable según la especie, desde 174 pb en 

S. avermitilis hasta 550 kb en S. rimosus, siendo zonas de alta inestabilidad génica susceptibles 

de sufrir grandes amplificaciones y deleciones (Pandza et al., 1997; Ventura et al., 2007). Estas 

deleciones van desde la pérdida de marcadores como el gen de resistencia a cloranfenicol en 

S. lividans y S. coelicolor A3(2) hasta deleciones completas de los extremos de los cromosomas 

que dan lugar a la circularización del cromosoma (Dittrich et al., 1991; Redenbach et al., 1993). 

Dichas deleciones se extienden progresivamente, ya que más de un 25 % de las cepas 

sensibles a cloranfenicol presentan la pérdida del gen argG, que codifica una arginina 
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succinato sintetasa, convirtiendo la cepa en auxótrofo de arginina (Altenbuchner y Callum, 

1984). 
 

1.1.5.3. Organización del cromosoma 

Aunque el contenido génico en organismos relacionados puede presentar gran 

variabilidad, la estructura del cromosoma está altamente organizada. Bajo el aparente 

desorden, existe una elevada presión de selección para mantener la información y los 

aspectos valiosos de la estructura del cromosoma, restringiéndose la tasa a la cual la 

diversidad puede ser añadida al genoma (Lawrence y Hendrickson, 2005). El análisis de la 

secuencia completa del genoma de S. coelicolor A3(2) mostró una estricta organización génica 

del cromosoma, diferenciándose una región central (en inglés “core region”) de 5 Mb donde 

se encuentran agrupados los genes relacionados con funciones celulares primarias y por 

tanto esenciales, y dos brazos de 1,5 Mb (brazo izquierdo) y 2,3 Mb (brazo derecho) que 

engloban los genes relacionados con funciones no esenciales, entre los que se encuentran los 

genes implicados en el metabolismo secundario (Bentley et al., 2002). 

Desde la secuenciación del genoma de S. coelicolor A3(2), se han completado los 

proyectos de secuenciación de un número elevado de Actimomycetales. Tras el alineamiento 

de los cromosomas de distintos actinomicetos, se observa una región de elevada  sintenia 

entre todas las especies analizadas, la cual se corresponde con la región central propuesta 

por Bentley et al. (2002). Esta elevada conservación génica de la zona central contrasta con las 

regiones terminales de los cromosomas, donde la similitud de secuencia es mínima (Hsiao y 

Kirby, 2008).  

Recientemente se han observado dos nuevas regiones situadas entre la región central 

altamente conservada y las regiones terminales de baja sintenia. La región específica de 

Streptomyces está situada a la derecha de la región central y es una zona de elevada sintenia 

entre las distintas especies del género, estando poco conservada en el resto de 

Actinomycetales, mientras que la región específica de los Actinomycetales, situada a la 

izquierda de la región central, presenta un elevado grado de conservación tanto en las 

especies del género Streptomyces como en el resto de Actinomycetales. La presencia de las dos 

regiones diferenciadas permite determinar el origen evolutivo del género Streptomyces a 

partir de un actinomiceto ancestral que constituye la región central. A lo largo de la 

evolución, en una primera etapa se adquirió la región específica de los Actinomicetales y 

posteriormente en una segunda etapa  se produjo una expansión del cromosoma mediante 

adquisición de la región específica de Streptomyces, suponiendo la evolución del género como 

un nuevo clado diferenciado del resto de los Actinomycetales (Kirby et al., 2011) (Figura 1.4).  
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Figura 1.4. Representación de la organización del cromosoma de Streptomyces. En la región central se 
encuentran agrupados los genes relacionados con funciones celulares primarias. En las regiones terminales, 
derecha e izquierda, aparecen  los genes relacionados con funciones no esenciales. Estas tres regiones coinciden 
con las descritas por Bentley et al. (2002). Tras el alineamiento de un gran número de especies del orden 
Actinomycetales aparecen dos nuevas regiones de sintenia: la región específica de Actinomycetales, que está 
presente y con un elevado grado de conservación en todas las especies de Actinomycetales estudiados, y la región 
específica de Streptomyces, exclusiva de este género.  
 

1.1.5.4. Cromosoma lineal e inestabilidad génica: ventaja adaptativa 

Las regiones terminales del cromosoma de los miembros del genero Streptomyces han 

sido caracterizadas como zonas altamente inestables donde tienen lugar fenómenos de 

reorganizaciones génicas a gran escala. Las grandes deleciones y amplificaciones convierten 

a los miembros del genero Streptomyces en organismos genéticamente inestables, 

presentando una frecuencia de mutación superior al 0,1% en esporas (Volff y Altenbuchner, 

1998).  

Inicialmente se consideraba que esta elevada inestabilidad génica era debida a la 

disposición lineal del cromosoma. Sin embargo, se ha comprobado que los cromosomas 

circulares generados de forma espontánea o bien construidos en el laboratorio son todavía 

más inestables (Lin et at., 1993). Este hecho puede ser explicado por la dificultades que 

presenta el cromosoma circular a la hora de finalizar la replicación, por ausencia de 

terminadores de la replicación y por los posibles problemas durante la segregación, ya que la 

recombinación por simple sobrecruzamiento entre cromosomas circulares (micelio 

multinucleado) puede dar lugar a multímeros que tienen que ser resueltos en un paso previo 

a la posterior distribución del genoma en las ramificaciones de las hifas y durante la 

formación de las esporas (Fischer, 1997; Hopwood, 2006). 

La estructura lineal del cromosoma, junto con una organización génica claramente 

definida con disposición central de los genes esenciales y terminal de los genes no esenciales, 

permite un crecimiento en el tamaño del cromosoma sin afectar al núcleo central, lo que 

supondría una ventaja adaptativa frente al cromosoma circular (Kirby, 2011).  

Por otro lado, la elevada plasticidad génica de los extremos del cromosoma supone una 

ventaja adaptativa a un medio complejo como es el suelo, hábitat natural de Streptomyces. 

Dicha inestabilidad génica, junto con la interacción del cromosoma de Streptomyces con 
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plásmidos lineares, da lugar al elevado polimorfismo de las regiones terminales del 

cromosoma, lo que conlleva la aparición de una enorme diversidad de cepas y metabolitos 

secundarios como mecanismo evolutivo que permite una rápida respuesta a los numerosos 

cambios fisiológicos y ambientales que tienen lugar en la naturaleza y por tanto 

constituyendo una ventaja adaptativa para sobrevivir a las condiciones hostiles del medio 

(Chen et al., 2009; Volff y Altenbuchner, 1998).  
 

1.1.5.5. Elementos genéticos extracromosomales 

 La presencia de elementos genéticos extracromosomales está ampliamente extendida en 

el género Streptomyces, siendo los plásmidos los principales representantes. 

 Plásmidos 

La mayoría de las cepas de Streptomyces presentan elementos plasmídicos, apareciendo 

de forma muy variada. Se han descrito plásmidos circulares, lineales e integrativos. Las 

distintas variantes pueden convivir en la misma cepa, un ejemplo de ello es S. coelicolor 

A3(2), donde  han sido caracterizados los tres tipos de plásmidos: SCP1, de 350 kb y lineal; 

SCP2, de 31 kb y circular; y SLP1, que se encuentra integrado en el cromosoma. 

El plásmido circular de gran tamaño y bajo número de copias SCP2 fue el primero 

aislado de un estreptomiceto (Scherempf  et al., 1977; Scherempf y Goebel, 1977). Sin 

embargo, la mayoría de los plásmidos circulares hallados en Streptomyces presentan un 

menor tamaño (8-14 kb) y se encuentran en alto número de copias, como los plásmidos 

pIJ101, pJV1, pSG5, pSN22, pSVH1, pSB24.2 y pSNA1. Varios de estos plásmidos han sido 

utilizados para construir vectores derivados que presentan genes de resistencia a 

antibióticos, vectores bifuncionales, vectores con replicones sensibles a la temperatura y 

vectores utilizados para remplazamientos e interrupciones génicas, entre otros, 

constituyendo por tanto una herramienta esencial para desarrollar experimentos de biología 

molecular (Cohen, 2013; Hopwood et al., 1985;  Muth et al., 1995).  

 Para la transmisión de genes mediante transferencia horizontal son necesarios los genes 

tra, presentes en todos los plásmidos conjugativos, siendo variables los mecanismos de 

replicación. Los plásmidos circulares de pequeño tamaño y alto número de copias se replican 

siguiendo el módelo de replicación en σ (sigma) o modelo del círculo rodante, mientras que  

los plásmidos circulares de gran tamaño y bajo número de copia como SCP2, presentan una 

replicación bidireccional desde el origen, siguiendo el modelo de replicación en θ (theta) 

(Grohmann et al., 2003).   

Algunos plásmidos circulares como SLP1 (17 kb) de S. lividans y pSAM2 (11 kb) de S. 

ambofaciens presentan genes int y xis que permiten la integración del plásmido en sitios 
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específicos del cromosoma. Este tipo de plásmidos se encuentran integrados en el genoma 

del cromosoma del hospedador original, pero se comportan como elementos 

extracromosomales con replicación autónoma en otros hospedadores diferentes (Kieser et al., 

2000; Possoz et al., 2001).  

Los plásmidos lineales se replican de manera análoga al cromosoma lineal (Qin y Cohen, 

1998) y se cree que han mediado en la evolución de éste hacia su forma lineal actual, ya que 

ha sido comprobado que algunos plásmidos lineales pueden interactuar con los extremos de 

los cromosomas. Un ejemplo de ello es el plásmido pPZG103, de 1 Mb, que presenta la 

agrupación génica de oxitetraciclina adquirida por interacción con el cromosoma de S. 

rimosus, dando lugar a una cepa sobreproductora (Gravius et al., 1994). 

Aun no siendo muy frecuente, se han descrito plásmidos lineales que codifican genes de 

biosíntesis de antibióticos: el plásmido pSCP1 (350 kb) de S. coelicolor contiene los genes 

relacionados con la síntesis de la metilenomicina (Kinashi y Shimaji-Murayama, 1991); el 

plásmido pSLA-L (211 kb) de S. rochei contiene las agrupaciones génicas de biosíntesis de 

lancacidina, lancamicina, mitramicina y de un carotenoide (Mochizuki et al., 2003);  el 

plásmido pKSL (520 kb) de S. lasaliensis presenta las agrupaciones de los antibióticos 

lasalócido y equinomicina (Kinashi, 2011); y por último y más llamativo tanto en tamaño 

como en contenido, el megaplásmido pSCL4 de S. clavuligerus, un gigantesco elemento 

extracromosómico lineal de 1,8 Mb que constituye un inmenso reservorio de información 

exclusivamente relacionada con la síntesis de múltiples metabolitos secundarios (Álvarez-

Álvarez et al., 2014; Medema et al., 2010). 

Todo el conocimiento relativo a los plásmidos del género Streptomyces permite constatar 

que los plásmidos juegan un papel esencial en la evolución y transferencia horizontal de 

metabolitos secundarios, aumentando la plasticidad del genoma y convirtiendo a los 

miembros del género en los mayores productores de metabolitos secundarios conocidos. 
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1.2. Fármacos inmunosupresores: Tacrolimus 

1.2.1. Historia de los inmunosupresores 
Uno de los mayores hitos en el campo de la medicina moderna ha sido el desarrollo de 

técnicas de trasplante de órganos éxito posible únicamente tras el desarrollo de agentes 

inmunosupresores eficaces para evitar el rechazo (Figura 1.5).  

Dos fueron los descubrimientos que determinaron el desarrollo de los trasplantes como 

disciplina clínica: por un lado, el descubrimiento de los antígenos leucocitarios humanos  o 

HLA (del inglés “Human Leukocyte Antigen”) (Dausset, 1958),  cuya tipificación se ha 

convertido en una herramienta esencial para determinar el grado de compatibilidad 

receptor/donante, y por otro la demostración, a principios de los años 60, de la 

inmunodepresión farmacológica como terapia para la supervivencia indefinida de los 

aloinjertos en el receptor (Starzl et al., 1963).  
 

 

 
Figura 1.5. Línea temporal de los principales agentes inmunosupresores utilizados en procedimientos de 
trasplantes agrupados por clases farmacológicas.  Se distinguen 4 grupos de compuestos inmunosupresores en 
función del mecanismo de acción que desencadena la inmunosupresión: Antimetabolitos (azul): inhiben la 
síntesis de purinas, impidiendo la proliferación de células B y T. Glucocorticoides (rojo): impiden múltiples 
puntos de la respuesta inmune; inhiben la presentación de antígenos, la producción de citoquinas y la 
proliferación de linfocitos. Inhibidores de la calcineurina (gris); inhiben la fosfatasa calcineurina y como 
consecuencia se inhibe la producción de IL-2  y por tanto la activación de células T. Inhibidores mTOR (verde): 
bloquean la serina-treonina kinasa mTOR y por tanto inhiben la respuesta a la interleucina-2 (IL-2) bloqueando la 
activación de los linfocitos T y B.   
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En este sentido, Billingham y Medawar (1951) demostraron el efecto inmunosupresor de 

los corticoides mediante la prolongación de la supervivencia de un injerto cutáneo en conejo. 

Posteriormente, Schwartz y Dameshek (1959) descubrieron la 6-mercaptopurina y su 

derivado la azatioprina (AZA), fármaco que actúa como antimetabolito inhibiendo la síntesis 

de purinas. Fue la administración combinada de azatioprina y corticoesteroides la que 

permitió realizar con éxito el primer trasplante renal en humanos sin relación de parentesco 

en 1963 (Merrill et al., 1960; Murray et al., 1963), constituyéndose la primera terapia 

inmunosupresora.  A partir de 1964, la combinación de corticoides y azatioprina se convirtió 

en la terapia universal para evitar rechazos post-trasplante, aunque la alta inespecificidad de 

ambos compuestos limitaba la supervivencia de los pacientes inmunodeprimidos, que 

fallecían en la mayoría de los casos por infecciones bacterianas. 

La búsqueda en los años posteriores de nuevos compuestos inmunosupresores más 

específicos desembocó en el descubrimiento en 1972 del fármaco revolucionario 

ciclosporinaA (CsA), un compuesto peptídico de origen fúngico (Borel et al., 1976). La CsA 

actúa como inhibidor de la calcineurina, suprimiendo la proliferación de linfocitos sin 

mielosupresión completa, permitiendo por primera vez inhibir la reacción inmunitaria del 

rechazo sin afectar a la capacidad global de defensa, prolongando la supervivencia del 

injerto de manera indefinida y haciendo extensible su uso para trasplantes  no renales. De 

este modo, el procedimiento de trasplante de órganos pasó de ser un tratamiento 

experimental a una importante alternativa clínica (Iwatsuki et al., 1988). 

La ciclosporina, comercializada con el nombre de Sandimmune®,  fue el fármaco de 

elección indiscutible durante años, aunque la necesaria aplicación en altas dosis provocaba 

importantes efectos secundarios como nefrotoxicidad, neurotoxicidad, diabetogenicidad, 

desórdenes linfoproliferativos, hipertensión, hiperlipidemia y molestos cambios estéticos: 

hiperplasia gingival e hirsutismo, entre otros. A pesar de la nefrotoxicidad, la ciclosporina, 

junto con los esteroides, fue el tratamiento inmunosupresor dominante hasta finales de los 90 

(Figura 1.6), momento en que entró en acción el inmunosupresor tacrolimus. El   tacrolimus, 

o compuesto FK506, es un policétido macrólido descubierto a partir de un cultivo de la cepa 

Streptomyces tsukubaensis No. 9993, la cual fue aislada de una muestra de suelo de Tsukuba, 

región situada al norte de Japón (Kino et al., 1987). Su característica diferencial frente a la 

ciclosporina es su elevada potencia inmunosupresora, 100 veces mayor que aquélla. Por ello, 

Starlz et al. (1989) propusieron al tacrolimus como sustituto de la ciclosporina en rechazos 

refractarios a ésta, comprobándose posteriormente que más del 75 % de los rechazos en 

trasplante de hígado tras aplicación de ciclosporina podían revertirse después de la 
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administración de tacrolimus (Fung et al., 1990), haciéndose extensible a procedimientos de 

trasplante de otros órganos (Armitage et al., 1991; Todo et al., 1990).  

A principios de la década de los 90 ya se habían realizado más de 150 cirugías de 

trasplante donde el inmunosupresor principal era el tacrolimus. Además, su descubrimiento 

permitió realizar el trasplante de intestino, órgano no trasplantable hasta entonces (Todo et 

al., 1991). El tacrolimus presenta el mismo mecanismo de acción que la CsA (inhibidor de la 

calcineurina) y por lo tanto los pacientes muestran similares efectos secundarios en cuanto a 

nefrotoxicidad, neurotoxicidad o diabetogenicidad, aunque la incidencia de hipertensión se 

reduce sustancialmente y desaparecen los efectos estéticos. A pesar de ello, su alta potencia 

inmunosupresora lo ha convertido en el inmunosupresor de elección en la mayoría de las 

cirugías de trasplante, aunmentado su uso de manera imparable desde mediados de la 

década de los 90 hasta nuestros días (Busuttil y Holt, 1998; Snell et al., 2013;  Yussim et al., 

1996). Acorde con los datos publicados en el informe anual del SRTR (“The Scientific 

Registry of Transplant Recipients”), en 2011 el tacrolimus se utilizó como fármaco basal en 

terapia inmunosupresora post-trasplante en el 83 % de los trasplantes de pulmón, 85% de 

corazón, 90% de hígado, riñón y páncreas y 97 % de intestino.  
 

 
 

Figura 1.6. Tendencia en el uso de inmunosupresores inhibidores de Calcineurina en el trasplante de riñón. En 
1993, la ciclosporina se administró como terapia inmunosupresora en el 95 % de los trasplantes de riñón mientras 
que el tacrolimus se aplicó únicamente en el 2 % de los pacientes. La tendencia desde entonces indica un declive 
gradual en  el uso de la ciclosporina, presentando un porcentaje de uso de tan solo el 4 % en 2011. El uso de 
tacrolimus ha aumentado progresivamente a la vez que la ciclosporina entraba en declive, y en 2011 en el 90 % de 
los trasplantes de riñon se utilizó tacrolimus como terapia inmunosupresora post-trasplante. La menor tasa de 
rechazo agudo, junto con una menor tasa de rechazos resistentes a esteroides asociados a tacrolimus, motivó el 
cambio de ciclosporina por tacrolimus. La ausencia de efectos secundarios estéticos (hirsutismo) también 
contribuyó al cambio. Fuente: Organ Procurement and Transplantation Network (OPTN) and Scientific Registry 
of Transplant Recipients (SRTR). Annual Data Report 1993-2011. 
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Paralelamente a la introducción en el mercado de tacrolimus, fue desarrollado el 

fármaco adyuvante micofenolato de mofetilo o MMF (con nombre comercial CellCept®). Su 

principio activo,  el ácido micofenólico, al igual que la azatioprina, actúa como inhibidor de 

la síntesis de novo de las purinas (guanosina y adenosina). Sin embargo, la mejora de la 

función del injerto a largo plazo hizo que el ácido micofenólico se impusiera a AZA como 

agente adyuvante en la terapia inmunosupresora (Figura 1.7).  

Cuando la triple terapia, tacrolimus- MMF-esteroides, se había implantado como terapia 

inmunosupresora, se descubrió una nueva clase de inmunosupresores: los inhibidores de la 

mTOR (del inglés “mammalian target of rapamycin”). En el año 2000, se aprobó el uso de la 

rapamicina o sirolimus (nombre comercial, Rapamune®), un policétido macrólido de 

estructura similar al tacrolimus, producido por Streptomyces hygroscopicus (Kelly et al., 1997). 

Posteriormente, en el año 2010, se aprobó el uso de un derivado de la rapamicina, el 

everolimus (nombre comercial Zortress®) (Figura 1.5). Varios ensayos demostraron que la 

administración combinada con tacrolimus o CsA produce unos excelentes resultados con 

una toxicidad mínima (McAlister et al., 2000).  
 

 

 
 

Figura 1.7. Tendencia en el uso de antimetabolitos, inhibidores mTOR y corticoesteroides. En 1993, la 
azatioprina, el único antimetabolito de rutina disponible, fue usada en el 86 % de los trasplantes de riñón, 
descenciendo drásticamente hasta valores del 0,4 % en 2011. El uso de micofenolato de mofetilo, aprobado por la 
FDA en 1995, aumentó rápidamente desde su lanzamiento hasta alcanzar el valor de 91,2 % en 2011. En 1993, el 
99 % de los pacientes con trasplante renal recibieron corticoesteroides, en forma de metilprednisona (intravenosa) 
o prednisona (oral). Su uso ha decrecido en los últimos años hasta valores del 66% en 2011, lo que puede ser 
debido a estudios recientes donde se ha relacionado su administración con rechazos agudos a largo plazo. Los 
inhibidores mTOR sirolimus y everolimus, alcanzaron su máximo en el 2001 (17 %), pero su uso ha disminuido 
progresivamente hasta el 3 % en 2011. En  los últimos años, los inhibidores mTOR se han utilizado como triple 
terapia en combinación con tacrolimus y micofenolato de mofetilo. Fuente: Fuente: OPTN / SRTR 2011. Annual 
Data Report 1993-2011. 
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En los últimos años, las investigaciones se han centrado en encontrar un equilibrio entre 

los efectos deseados e indeseados de los fármacos inmunosupresores. La última tendencia 

consiste en eliminar los esteroides de la terapia inmunosupresora, ya que éstos podrían estar 

relacionados con episodios de rechazo a largo plazo (Lightner et al., 2011) (Figura 1.8 a). La 

terapia inmunosupresora es dependiente del órgano trasplantado y requiere un estudio 

personalizado para cada paciente, aunque los datos de los últimos 10 años muestran la 

hegemonía indiscutible de tacrolimus como agente inmunosupresor basal y la del 

micofenolato de mofetilo como agente adyuvante (Figura 1.8 b). 

 
 

Figura 1.8. a) Terapia de inmunosupresión post-trasplante. En 2011, la combinación farmacológica  más 
utilizada fue tacrolimus como inmunosupresor primario y micomefanolato de mofetilo/ácido micofenólico como 
agente adyuvante junto con esteroides (59 %) o sin esteroides (26 %), ya que estudios recientes han relacionado su 
administración con rechazos agudos a largo plazo. b) Terapia inmunosupresora primaria post-trasplante en 
órganos sólidos trasplantables. Tacrolimus fue el inmunosupresor basal de elección en mayor porcentaje en 
todas las cirugías de trasplante de órganos sólidos, con valores que oscilan entre el 83 % en trasplantes de pulmón 
y el 97 % en trasplantes de intestino. Fuente: OPTN / SRTR 2011 Annual Data Report. 

 

1.2.2. Industria farmacéutica: Importancia económica de tacrolimus 
 

El mercado de los fármacos inmunosupresores en todo el mundo alcanzó 6974 millones 

de dólares en 2011 (www.evaluagroup.com). Acorde con la tendencia de uso en la terapia 

inmunosupresora post-trasplante, tacrolimus es el fármaco inmunosupresor primario más 

utilizado en la mayoría de las cirugías, lo cual se refleja en la cifra de venta mundial (2.415 

millones de dólares en 2011). En 2012, Prograf® (tacrolimus patentado) fue el fármaco  

inmunosupresor más vendido a nivel mundial con cifras de venta de 1.903 millones de 

dólares, seguido de Cellcept® (micofenolato de mofetilo patentado), principal fármaco 

adyuvante en la terapia inmunosupresora (Figura 1.9).  Prograf® (Tacrolimus oral y de 

liberación rápida), comercializado por la farmaceútica japonesa Astellas Pharma,  fue 

aprobado por la FDA en 1994 y no fue hasta 15 años después cuando la farmaceútica perdió 

el monopolio como productor y vendedor, siendo Prograf® uno de los principales fármacos 

de la compañía  y reportando por tanto importantes beneficios. 
7 
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Figura 1.9. Ventas mundiales de inmunosupresores farmacológicos en 2011. Prograf® fue el fármaco 
inmunosupresor más vendido, alcanzando una cuota de mercado del 27 %, seguido de CellCept ® (16 %), Neoral® 

(13 %), Stelara® (11 %) y Myfortic® (7 %). El resto de los inmunosupresores alcanzó una cuota de mercado del 26 %.   
 

En junio de 2009 expiró la patente de Prograf® y a pesar de los intentos de Astellas 

Pharma para evitar que la FDA aprobara una versión genérica sin que hubieran sido 

realizados ensayos de bioequivalencia, en septiembre de 2009 la farmaceútica Sandoz lanzó 

el primer genérico en EEUU con el nombre de Adoport®. A éste le siguieron un gran número 

de genéricos de tacrolimus oral y de liberación rápida entre los que se incluyen Aletris, 

Capexion, Evenil, Miloprosan, Tacni, Takon, Taliximun, Tamitect y Vivadex, lo que supuso 

un descenso en las ventas de Prograf® de un 22 % en 2011. Por otro lado, recientemente ha 

sido demostrada la bioequivalencia de Prograf® versus sus genéricos con múltiples ensayos 

clínicos, por lo que es posible un mayor descenso futuro en cifras de venta de tacrolimus no 

genérico en los próximos años (Alloway et al., 2012; Bloom et al., 2013; Min et al., 2013). Por 

ello, la farmaceútica Astellas Pharma ha buscado nuevas estrategias para mantener la 

hegemonía en la venta de tacrolimus, entre ellas el lanzamiento de nuevas formulaciones de 

tacrolimus, de manera que en 2010 se comercializó Modigraf®, un granulado para suspensión 

oral, y en 2007 fue aprobado por la EMA (“European Medicine Agency”) Advagraf®, así 

como por la FDA en 2013 con el nombre de Astagraf XL™ una nueva formulación de 

liberación lenta de tacrolimus y que en 2012 rindió 218 millones de dólares.  

Sin embargo, el uso de tacrolimus no es exclusivo de la terapia inmunosupresora post-

trasplante; en el año 2000 se comercializó tacrolimus de uso cútaneo (pomada) con el nombre 

de Protopic®, empleado en el tratamiento de dermatitis atópica y otras enfermedades 

cutáneas autoinmunes como el vitíligo (Silverberg y Silverberg, 2011). También se ha 

demostrado la eficacia de tacrolimus en el tratamiento de la enfermedad autoinmune 

miastenia gravis (Ponseti et al., 2008), la uveítis y otras inflamaciones oculares autoinmunes 

(Zhai et al., 2011), la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa (Benson et al., 2008; Navas 

López et al., 2009) y la artritis reumatoide (Takeuchi et al., 2013).  
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 Además de como terapia inmunosupresora, tacrolimus muestra prometedores 

resultados para otras aplicaciones terapeúticas como anticonvulsionante y neuroprotector 

gracias a sus actividades neuroprotectora y neuroregenerativa (Sierra-Paredes y Sierra-

Marcuño, 2008). Este amplio espectro de uso de tacrolimus y su posicionamiento como líder 

de mercado en terapia inmunosupresora, es lo que convierte a tacrolimus y sus análogos en 

compuestos de gran interés tanto para compañías farmacéuticas como para investigadores. 

1.2.3. Biosíntesis de tacrolimus 
1.2.3.1. Policétido sintasa de tacrolimus: síntesis de pre-tacrolimus 

A nivel estructural, tacrolimus es un policétido macrólido de 23 miembros, lo que indica 

que para su síntesis es imprescindible la actuación del complejo enzimático policétido sintasa 

(PKS). Concretamente, en la síntesis del inmunosupresor tacrolimus, al igual que en la 

síntesis de rapamicina y ascomicina participan sistemas híbridos de policétidos sintasas 

(PKS, del inglés “polyketide synthases”) y péptidos sintasas no ribosomales (NRPS, del 

inglés “nonribosomal peptide synthases”). La PKS de tacrolimus es una PKS de tipo I o 

modular, formada por varias proteínas multifuncionales, cada una de las cuales presenta 

dominios catalíticos colocados en el orden preciso en que van a ser utilizados para la 

elongación de la cadena policétida. La PKS de tacrolimus está codificada por tres genes: fkbA, 

fkbB y fkbC, que dan lugar a tres polipéptidos multidominio (Motamedi et al., 1996; Motamedi 

y Shafiee, 1998).  

El gen fkbB presenta 21 dominios organizados en 5 módulos: el módulo de carga que 

incorpora la unidad iniciadora y los primeros 4 módulos de elongación. El módulo de carga 

es el encargado de activar la unidad iniciadora, presentando un dominio con actividad 

dihidrociclohexenilcarbonil-CoA sintasa (CAS), que cataliza la activación del ácido 4,5 

dihidroxiciclohex-1-enocarboxílico (DHCHC) a 4,5 dihidrociclohexenocarbonil-CoA, para  

transferirlo al grupo tiol de la cisteína de la cetosintasa, iniciándose así la síntesis de la 

cadena policétida. Seguidamente actúan secuencialmente los dominios de los 4 primeros  

módulos de elongación (Motamedi y Shafiee, 1998). Cabe destacar que la función 

deshidrogenasa (DH) de los módulos 2 y 4 está presente en la secuencia pero se deduce de la 

estructura final que no ejercen su acción deshidratasa. La cadena policétida continúa 

expandiéndose tras la actuación de los dominios de los módulos 5 y 6 codificados por el gen 

fkbC (Motamedi y Shafiee, 1998).  Por último, tienen lugar los 4 ciclos de elongación finales, 

para lo que son requeridos 19 dominios catalíticos repartidos en 4 módulos codificados por 

el gen fkbA (Motamedi et al., 1996) (Figura 1.10). 
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Figura 1.10. Ruta de biosíntesis de tacrolimus (FK506). La síntesis de tacrolimus se inicia con la incorporación de 
la unidad iniciadora DHCHC, derivado del corismato, en el modulo de carga de FkbB. Posteriormente son 
incorporadas 10 unidades de elongación: 2 malonil-CoA (incorporadas por los módulos 3 y 10), 5 metilmalonil-
CoA (módulos 1, 2, 5, 6 y 9), 2 metoximalonil ACP (módulos 7 y 8) y un alilmalonil-CoA (módulo 4) para formar 
la cadena policétida lineal. En un siguiente paso se incorpora una molécula de ácido pipecólico y en último lugar 
se produce la ciclación del policétido lineal liberándose el intermediario inicial pre-FK506. La funcionalización de 
FK506 tiene lugar mediante la intervención de FkbD y FkbM.  Los diferentes dominios catalíticos de las PKSs se 
representan con círculos: ACP, proteína transportadora de grupos acilo; AT, acil transferasa; CAS, CoA-sintasa; 
DH, deshidratasa; ER, enoil-reductasa; KR, ceto-reductasa; KS, ceto-sintasa. Los dominios DH de los módulos 2 y 
4  no ejercen actividad deshidratasa a pesar de estar presentes en la secuencia. Fuente: Figura basada en Barreiro 
y Martínez-Castro (2014) y Motamedi y Shafiee (1998). 
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Por tanto, es necesaria una unidad iniciadora derivada del corismato y 10 unidades de 

elongación: 2 malonil-CoA (incorporadas por los módulos 3 y 10), 5 metilmalonil-CoA 

(módulos 1, 2, 5, 6 y 9), 2 metoximalonil ACP (módulos 7 y 8) y un alilmalonil-CoA (módulo 

4) para formar la cadena policétida lineal (Figura 1.10). Ésta será adicionada con una 

molécula de ácido pipecólico derivada del catabolismo de la lisina tras la actuación de la 

lisina ciclodesaminasa FkbL, y posteriormente será ciclada con formación de un enlace 

lactónico, proceso realizado por la NRPS FkbP, liberándose el intermediario macrolactónico 

inicial pre-FK506 (9-deoxo-31-O-demetil-FK506).  
 

1.2.3.2. Modificaciones post-PKS: Funcionalización de tacrolimus 

Para obtener tacrolimus son necesarias dos reacciones post-PKS; por un lado tiene lugar 

la hidroxilación del C-9, reacción catalizada por FkbD, que presenta actividad citocromo 

P450 hidroxilasa (Ban et al., 2013b; Motamedi et al., 1996), y por otro lado, se produce la 

metilación del C-31 mediada por FkbM con actividad 31-O- metiltransferasa (FKMT) (Ban et 

al., 2013b; Motamedi et al., 1996). Dicha proteína puede metilar 31-desmetil-FK520 

(compuesto análogo a FK506) con la misma eficiencia que su sustrato natural, aunque es 

incapaz de metilar los C-13 y C-15 de tacrolimus, siendo éstos metilados exclusivamente por 

incorporación de las unidades extendedoras metoximalonil-ACP (Motamedi et al., 1996; 

Shafiee et al., 1994). Estas modificaciones post-PKS resultan de gran importancia para 

alcanzar la actividad inmunosupresora máxima de tacrolimus, ya que el 31-O-desmetil-

FK506 presenta una reducción de las propiedades inmunosupresoras de unas 10 veces y el 9-

deoxo 31-O-demetil-FK506 presenta menor actividad que el anterior (Motamedi et al., 1996).  
 

1.2.3.3. Tacrolimus y sus análogos  

Las primeras patentes de las compañías Fujisawa Pharmaceutical Company, Ltd. y  

Merck & Co., Inc. relacionadas con la producción de tacrolimus,  indican que varios análogos 

de éste son co-producidos durante el proceso de fermentación de las distintas cepas 

productoras de tacrolimus (Dumont et al., 1992; Goto et al., 1984; Hatanaka et al., 1989). 

Entre los análogos mayoritarios se encuentran FK520 Y FK506D, compuestos 

estructuralmente casi idénticos a tacrolimus diferenciándose únicamente por la cadena 

lateral presente en el C-21: radical alilo en tacrolimus, radical etilo en FK520 y radical propilo 

en FK506D. 

FK520 o ascomicina fue aislado en 1962 a partir de un cultivo de la cepa Streptomyces 

hygroscopicus var. ascomyceticus (ATCC 14891), caracterizándose inicialmente como un 

metabolito con propiedades antifúngicas (Arai et al., 1962). Sin embargo, en 1988 la compañía 

farmacéutica Fujisawa aisló un compuesto como parte de un programa de rastreo para 
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búsqueda de nuevas moléculas con características inmunosupresoras a partir de una muestra 

de suelo de Yaku-shima (Japón) producido por la cepa Streptomyces hygroscopicus subsp. 

yakushimaensis, que posteriormente sería descrito como FK520 (Hatanaka et al., 1988). A nivel 

farmacológico, FK520 presenta gran interés por su aplicación en la terapia inmunosupresora 

de la dermatitis atópica, aprobado en 2001  por la FDA con el nombre de Eidel®, siendo 

pipecrolimus (derivado de la ascomicina) el principio activo. 

En el año 2000 fue caracterizada la agrupación génica de biosíntesis de FK520, 

observando que ésta mantenía una organización idéntica y una alta identidad con los genes 

homólogos descritos hasta ese momento de la agrupación de biosíntesis de tacrolimus (Wu et 

al., 2000). Esta alta identidad de las agrupaciones génicas de FK506/FK520 junto con la 

flexibilidad de sustrato por parte de la AT del módulo 4 de la PKS de tacrolimus es la que 

hace que en las fermentaciones de cepas productoras de tacrolimus se observe un porcentaje 

relativamente alto de FK520, superior al 20 % (tomando como referencia la producción de 

tacrolimus), y cantidades minoritarias de FK506D y otros análogos. Estas impurezas en 

fermentaciones industriales suponen un incremento significativo del coste del producto final 

por necesidad de purificar el compuesto mediante sucesivas etapas de extracción con 

solventes orgánicos y/o separación cromatográfica asociada a un espectrómetro de masas, 

entre otros (Cabri et al., 2005; Cvak et al., 2007; Park et al., 2009).  

Por ello, en los últimos años varios grupos de investigación han utilizado diferentes 

estrategias para lograr la producción exclusiva de tacrolimus. Sin embargo, debido a que 

tacrolimus y sus análogos utilizan los mismos precursores metabólicos y comparten la mayor 

parte de la ruta biosintética resulta complicado eliminar la producción de los compuestos 

análogos sin afectar a la producción de tacrolimus. Así, se ha conseguido reducir la 

producción de los análogos mediante experimentos de ingeniería genética y adicción 

exógena de precursores y nutrientes al medio de fermentación (Huang et al., 2013b; Xia et al., 

2013) e incluso se ha logrado eliminar completamente la síntesis de FK520 mediante 

interrupción génica del gen allR (que codifica una crotonil-CoA carboxilasa/reductasa) 

seguido de la adición de alilmalonil-SNAC  (análogo de la unidad extendedora alilmalonil-

CoA) obtenido por quimiosíntesis (Kosec et al., 2012). 
 

1.2.3.4. Rutas metabólicas implicadas en la biosíntesis de tacrolimus 

Debido a que la producción de tacrolimus en laboratorio y fermentaciones industriales 

es relativamente baja, un gran número de investigaciones se han centrado en descifrar los 

cuellos de botella existentes en el proceso de biosíntesis de tacrolimus, proponiendo la baja 
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disponibilidad intracelular de los precursores como uno de los principales factores limitantes 

(Barreiro y Martínez-Castro, 2014).  

Recientemente fueron publicados una serie de trabajos de metabolómica donde se 

descifran las rutas metabólicas implicadas en la biosíntesis de tacrolimus así como se 

identifican los metabolitos claves para su síntesis (Huang et al., 2013a; 2013b; Xia et al., 2013). 

Previo a dichos trabajos, varios autores lograron un incremento del titulo de producción de 

tacrolimus tras realizar experimientos de manipulación de genes de las rutas biosintéticas  y 

enriquecimiento del medio de cultivo con moléculas precursoras. Siguiendo esta estrategia 

Mo et al. (2009) consiguieron un incremento de la producción de 3,4 veces aumentando la 

concentración intracelular del precursor metilmalonil-CoA en S. clavuligerus CKD1119 

mediante expresión heteróloga de los genes mutAB de Saccharopolyspora erythraea, 

codificantes de la ruta de la metilmalonil mutasa (ruta MutAB), junto con la adición de metil 

oleato al medio de cultivo. En las otras dos rutas de biosíntesis de metilmalonil-CoA 

estudiadas, propionil-CoA carboxilasa (ruta PPC) y metilmalonil-CoA ligasa (ruta MatB), no 

se obtuvo un incremento significativo de la producción de tacrolimus (Figura 1.11).  

Sin embargo, un trabajo posterior realizado por Mo et al. (2013), en el que los autores 

estudian nuevamente las tres rutas de síntesis de metilmalonil-CoA, aunque esta vez en la 

cepa mutante inducida por luz UV y nitrosoguanidina Streptomyces sp. RM7011, observaron 

que  únicamente  la sobreexpresión  de  los  genes accAI  y  pccB  implicados en la  ruta de la 
 

 

 
Figura 1.11. Rutas de biosíntesis de la unidad extendedora (2S)-Metilmalonil-CoA. La ruta de la metilmalonil 
mutasa (MutAB) es la ruta de biosíntesis de la unidad extendedora metilmalonil-CoA en la cepa S. clavuligerus 
CKD1119. Para el resto de las cepas productoras de tacrolimus y rapamicina estudiadas, la ruta de la propionil-
CoA carboxilasa (PPC) es la principal ruta de biosíntesis de metilmalonil-CoA. Fuente: figura modificada de Mo 
et al. (2009). 

R
SCoA

O
R

R

O

PropionatoPropionil-CoA

PrpE

AccAI/ PccB

Succinil-CoA

(2R) Metilmalonil-CoA
(2S)-Metilmalonil-CoA

H

COOH

SCoA

O
H

HOOC

SCoA

O

HOOC

H

SCoA

O

H

HOOC

SCoA

O

H

HOOC

H

O

MutAB

Epimerasa

Metilmalonato

Epimerasa

MatB

Ruta de la propionil-CoA carboxilasa
(PPC)

Ruta de la metilmalonil mutasa
(MutAB)

Ruta de la metilmalonil ligasa
(MatB)

(2R) & (2S) Metilmalonil-CoA



 

 

30 Introducción 

propionil-CoA carboxilasa (PPC) producía un aumento de la producción de tacrolimus. En 

este caso, el mayor título se obtuvo en el mutante sobreexpresado junto con la adición al 

medio de cultivo de vinilpropionato (precursor de la ruta PPC) y Tween 80 (agente 

estimulador de la actividad lipasa). La enzima lipasa cataliza la conversión de 

vinilpropionato a propionil-CoA, el cual es finalmente convertido a metilmalonil-CoA 

mediante la ruta PPC (Mo et al., 2013). La actividad lipasa ya fue relacionada con el título de 

producción de tacrolimus en S. clavuligerus CKD1119 (Kim y Park, 2007). Dichos autores 

observaron que la mayor producción de tacrolimus  se obtenía utilizando como fuente de 

carbono una mezcla de aceite de maíz junto con almidón soluble, de modo que la lipasa 

actuaba rompiendo los triacil gliceroles (principales componente de aceites) (Kim y Park, 

2007).  

Al igual que ocurre en la síntesis de tacrolimus, la ruta de la propionil-CoA carboxilasa 

es la principal ruta de biosíntesis de metilmalonil-CoA en la cepa mutante productora de 

rapamicina S. hygroscopicus UV2-2. La producción de rapamicina se incrementó 1,4 veces tras 

la sobreexpresión de los genes de la ruta PPC y la suplementación del medio con propionato 

(Jung et al., 2011).     

Otro trabajo publicado en esta línea fue realizado por Chen et al. (2012). Los autores 

lograron un aumento de la producción de tacrolimus en un 150 % en S. tsukubaensis tras la 

duplicación de los genes específicos de las rutas de las unidades extendedoras metoximalonil 

ACP y alilmalonil-CoA, fkbGHIJK y tcsABCD, respectivamente, junto con la suplementación 

optimizada de glucosa.  

El año 2013 es el año clave para el descifrado y elucidación de todas las rutas 

metabólicas relacionadas con la biosíntesis de tacrolimus. En un primer trabajo el grupo de 

Xia et al. (2013) realizó análisis metabólicos comparativos entre dos medios de cultivo: uno 

de alta y otro de baja producción de tacrolimus. Como resultado fueron identificados 98 

metabolitos intracelulares, 13 de los cuales fueron relacionados directamente con la 

biosíntesis de tacrolimus (lactato, piruvato, septoheptulosa 7P, eritrosa 4P, sikimato, valina, 

prolina, leucina, treonina, metilmalonil-CoA, succinil-CoA, malonil-CoA y acetil-CoA). Estos 

metabolitos fueron asociados principalmente con 5 rutas metabólicas: las rutas del 

metabolismo central del carbono (glicólisis o ruta de Embden-Meyerhof-Parnas [EMP], ruta 

de los ácidos tricarboxílicos [TCA] y ruta de las pentosas fosfato [PPP]), la ruta del sikimato y 

el metabolismo de aa. Basados en esta información se llevaron a cabo estrategias de adición 

exógena de precursores y aditivos al medio obteniéndose un incremento de la producción de 

tacrolimus de 251 a 405 mg/L y una reducción del 31% y el 39 % de los análogos FK520 Y 

FK506D, respectivamente (Xia et al., 2013).  
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En un par de trabajos posteriores han sido descritas al detalle las rutas metabólicas 

implicadas en la síntesis de precursores y cofactores implicados directamente en la síntesis 

de tacrolimus y sus análogos (Huang et al., 2013a; 2013b). Los trabajos de metabolómica 

realizados por Huang et al. (2013a; 2013b) permitieron construir un modelo metabólico de 

escala genómica (en inglés “genome-scale metabolic model”-GSMM) obteniéndose 865 

reacciones y 621 metabolitos.  Este modelo ha permitido describir todas las rutas metabólicas 

implicadas en la síntesis de tacrolimus en S. tsukubaensis, así como identificar los genes diana 

objeto de manipulación génica para incrementar la concentración intracelular de precursores 

y cofactores implicados en la síntesis de tacrolimus y desviar el flujo de carbono desde otras 

rutas metabólicas hacia la ruta de tacrolimus (Figura 1.12). De este modo, en un primer 

trabajo Huang et al. (2013a) manipularon los genes de las rutas del metabolismo primario 

implicadas en la síntesis de tacrolimus; realizaron la disrupción del gen gdhA, directamente 

relacionado con el suministro de cofactores redox (NADPH) para la síntesis de tacrolimus y 

del gen ppc (codificante de una fosfoenolpiruvato carboxilasa), cuya interrupción aumenta la 

concentración intracelular de fosfoenolpiruvato (PEP), precursor de la unidad iniciadora de 

tacrolimus DHCHC. También realizaron la sobreexpresión de los genes;  dahp, implicado en 

la ruta de biosíntesis de sikimato, aumentando la concentración de corismato (donador del 

grupo amino de la unidad iniciadora DHCHC); pntAB, implicado en la biosíntesis de 

NADPH; accA2 implicado en la síntesis del precursor malonil-CoA; y por último zwf2, que 

participa en el suministro del cofactor NADPH y desvia el flujo hacia la síntesis de PEP y 

eritrosa 4 fosfato (E4P), precursor directo de la ruta del sikimato (Figura 1.12). Tras todas 

estas manipulaciones se obtuvo la cepa S. tsukubaensis HT-ΔGDH-DAZ que combina las 

siguientes modificaciones génicas: interrupción del gen gdhA y sobreexpresión de los genes 

dahp, accA2 y zwf2 y que resulta en un aumento de la producción de 1.47 veces con respecto a 

la cepa S. tsukubaensis D852 (158.7 mg/L) (Huang et al., 2013a).  

En un segundo trabajo de ingeniería metabólica, se llevó a cabo la sobreexpresión de los 

genes específicos de la biosíntesis de tacrolimus fkbO, fkbP, fkbL, fkbM y fkbD, y por tanto 

pertenecientes a rutas del metabolismo secundario (Huang et al., 2013b) (Figura 1.13). Junto 

con la manipulación génica se llevaron a cabo estrategias de adición exógena de precursores 

y aditivos al medio, obteniéndose un incremento máximo de la producción de tacrolimus  

del 146 % (Huang  et al.,  2013b). Por  lo  tanto, al  igual  que  ocurre  con  otros  metabolitos 

secundarios, un aumento en la producción de tacrolimus implica cambios importantes tanto 

en los precursores (DHCHC, malonil-CoA, metilmalonil-CoA, metoximalonil-ACP, 

alilmalonil-CoA y pipecolato), como en los cofactores (NADPH) y la energía (ATP), 
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aumentando la competencia entre el metabolismo primario y secundario e introduciéndose 

nuevos cuellos de botella en la síntesis de tacrolimus (Huang et al., 2013b; Olano et al., 2008). 
 

 
 

 
Figura 1.12. Representación de las rutas metabólicas implicadas en la síntesis de tacrolimus y sus análogos 
FK506D y FK520 en S. tsukubaensis. Los genes enmarcados en óvalos indican los genes manipulados 
genéticamente con influencia en la síntesis de tacrolimus y sus análogos: los ovalo verdes representan los genes 
sobreexpresados y los óvalos rojos indican los genes interrumpidos (según Huang et al., 2013a; 2013b). Las cinco 
rutas metabólicas que intervienen en la síntesis de tacrolimus y sus análogos se encuentran coloreadas.  Fuente: 
Figura basada en Barreiro y Martínez-Castro (2014), Huang et al. (2013a), Huang et al. (2013b) y Xia et al. (2013).  
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1.2.4. Especies productoras de tacrolimus 
Tacrolimus fue descubierto a partir de un cultivo de la cepa Streptomyces tsukubaensis No. 

9993 (Kino et al., 1987), una de las cepas utilizadas en nuestro trabajo. Sin embargo, los 

primeros estudios relacionados con la agrupación génica de biosíntesis de tacrolimus no se 

realizaron hasta una década después en las especies Streptomyces sp. MA6548 y Streptomyces 

sp. MA6858, también llamada Streptomyces sp. ATCC 55098 y posteriormente caracterizada 

como S. tacrolimicus  (Martínez-Castro et al., 2011; Motamedi et al., 1996; Motamedi et al., 

1997; Motamedi y Shafiee, 1998; Shafiee et al., 1994) especie utilizada en nuestro trabajo. 

Debido a la gran importancia tanto económica como farmacológica de tacrolimus, en los 

últimos años las investigaciones se han centrado en la búsqueda de nuevas cepas 

productoras de tacrolimus (Tabla 1.2). Estudios filogenéticos de las cepas productoras 

muestran que los distintos organismos productores de tacrolimus presentan divergencia 

evolutiva, lo que sugiere que la agrupación génica de biosíntesis se ha trasferido 

horizontalmente dentro del género Streptomyces (Garrity et al., 1993; Muramatsu et al., 2005). 
 

1.2.4.1. Streptomyces tsukubaensis 
El inmunosupresor tacrolimus o FK506 fue descubierto a partir de un cultivo de la cepa 

Streptomyces tsukubaensis aislado de una muestra de suelo de Tsukuba, una región situada al 

norte de Japón (Kino et al., 1987). De hecho, el nombre de tacrolimus deriva de Mount 

Tsukuba (donde el organismo fue aislado), macrolide (porque estructuralmente es un 

policétido macrólido) e immunosuppressant (por su capacidad para inhibir la respuesta 

inmune). Dicha cepa fue patentada bajo el nombre de Streptomyces tsukubaensis Nº 9993 por  

Fujisawa Pharmaceutical Co. Ltd. (posteriormente Astellas Pharmaceutical Co. Ltd) y 

depositada en el Fermentation Research Institute (Japón) con el número de depósito FERM BP-

927. Posteriormente, se redepositó en 1989 en el Agricultural Research Culture Collection 

International Depository (EEUU) con el número de depósito NRRL 18488, aunque no ha sido 

hasta el año 2013 cuando su nombre ha sido validado (Muramatsu et al., 2013).  

A los primeros trabajos realizados en esta cepa para caracterizar los genes implicados en 

la síntesis de tacrolimus (Andexer et al., 2011; Goranovic et al., 2010; Mo et al., 2011) han 

seguido una batería de investigaciones para intentar aumentar su producción, ya que la baja 

concentración a la que es producido sigue siendo un factor limitante en procesos 

industriales. Con este objetivo, en los últimos años se han utilizado estrategias de 

enriquecimiento de nuevos precursores (Turlo et al., 2012), de unidades extendedoras (Chen 

et al., 2012), enriquecimiento del medio con nutrientes (Huang et al., 2013 a, b), optimización 

http://agris.fao.org/?query=%2Bauthor:%22Kino,%20T.%22
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de medios de producción semidefinidos (Martínez-Castro et al., 2013) y enriquecimiento con 

precursores tras realizar ingeniería metabólica (Huang et al., 2013a). 
 

1.2.4.2. Streptomyces tacrolimicus 
La cepa Streptomyces sp. ATCC 55098 (Merck Culture Collection Nº. MA 6858) fue aislada 

por primera vez de excrementos de ciervo de cola blanca en Virginia (EEUU) en 1992 

(Dumont et al., 1992). Dicha cepa fue patentada por la compañía farmacéutica Merck & Co y 

las primeras patentes se centraron en caracterizar la cepa morfológicamente y aportar 

medios de crecimiento y producción de tacrolimus útiles para cualquier cepa productora de 

tacrolimus pero especialmente para Streptomyces sp. ATCC 55098 (Dumont et al., 1992; 

Salituro et al., 1993). Recientemente esta cepa fue caracterizada genotípica, fenotípica y 

quimiotaxonómicamente, proponiéndose el nombre de S. tacrolimicus (Martínez-Castro et al., 

2011). Fue en esta cepa donde se caracterizó el primer gen de la agrupación génica de 

biosíntesis de tacrolimus (Shafiee et al., 1994).  

Tabla 1.2. Listado de cepas productoras de tacrolimus descritas en bibliografía*. 
Nombre de la cepa Referencia 
Streptomyces clavuligerus CKD1119 Kim y Park, 2008 
Streptomyces clavuligerus KCTC 10561BP Park et al.,2009 
Streptomyces durmitorensis MS405T (=DSM 41863 

T; CIP 108995 T) * 
Savic et al., 2007 

Streptomyces glaucescens MTCC 5115 Kumar et al., 2007 
Streptomyces kanamyceticus KCC S-0433T 
(=KCTC 9225) 

Mo et al., 2011;  
Muramatsu et al., 2005 

Streptomyces sp. Mishra y Verma, 2012 
Streptomyces sp. 6260 Muramatsu et al., 2005 
Streptomyces sp. 49A Muramatsu et al., 2005 
Streptomyces sp. 94128 Muramatsu et al., 2005 
Streptomyces sp. ATCC 53770 (=MA 6548) Garrity et al., 1993 
Streptomyces sp. KCTC 11604BP Mo et al., 2011 
Streptomyces sp. KCCM 11116P Mo et al., 2013 
Streptomyces sp. 6949 Sigmund et al., 2003 
Streptomyces sp. TST8 Jung et al., 2009 
Streptomyces tacrolimicus ATCC 55098T 
(=CECT 7664 T) [previamente 
Streptomyces sp. ATCC 55098 (MA 6858)] 

Garrity et al., 1993; Martínez-Castro et al., 2011 

Streptomyces tsukubaensis 9993, NRRL18488 
Kino et al., 1987; Martínez-Castro et al., 2013; 
Muramatsu y Nagai, 2013 

(*)Cepa productora de un compuesto inmunosupresor con mecanismo de acción similar al tacrolimus Fuente: 
Barreiro y Martínez-Castro (2014). 
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Al igual que ocurriera con S. tsukubaensis, la producción de tacrolimus por S. tacrolimicus 

también ha sido objeto de optimización; en 1997 Yong y Choi describieron un medio definido 

para la fermentación de Streptomyces sp. ATCC 55098 y más recientemente Singh y Behera 

(2009) optimizaron la producción de tacrolimus modificando las fuentes de carbono y 

nitrógeno del medio de cultivo. También se han realizado trabajos de ingeniería genética en 

la cepa caracterizándose un receptor de γ-butirolactonas y su efecto sobre la producción de 

tacrolimus (Salehi-Najafabadi et al., 2011). 
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1.3. Metabolismo Secundario y su regulación 

1.3.1. Género Streptomyces: Gran productor de metabolitos secundarios  
 

La era de los antibióticos tiene su origen en las conocidas observaciones de Alexander 

Fleming en 1928, en el St. Mary ´s Hospital de Londres, sobre el efecto inhibidor que el hongo 

Penicillium notatum, contaminante accidental de una placa de cultivo, ejercía sobre los 

estafilococos sembrados en ella. Una vez superadas las limitaciones iniciales para la 

obtención de penicilina en grandes cantidades, en 1943 se consiguió la producción a gran 

escala en laboratorios industriales, lo que permitió salvar miles de vidas en la Segunda 

Guerra Mundial.  

Un segundo evento que marcaría la historia del tratamiento de enfermedades 

infectocontagiosas sería el descubrimiento de la estreptomicina, atribuido a Selman 

Waksman. Durante la primera etapa de su carrera (1915-1939), Waksman centró sus 

investigaciones en el estudio de la comunidad de microorganismos del suelo, estudiando sus 

interacciones y potencial para la fertilización del suelo, prestando especial atención a los 

actinomicetos, lo cual le otorgó reconocimiento internacional como microbiólogo del suelo 

(Hopwood, 2007). La frase histórica citada por Waksman ante sus colaboradores tras el éxito 

del descubrimiento de la penicilina: “Drop everything; see what these English have done with a 

mould. I know the Actinomycetes will do  better”, supuso el inicio de una nueva etapa 

profesional centrada en la búsqueda de compuestos de actividad farmacológica  

(Wainwright, 1990). Entre 1939 y 1942, Waksman y colaboradores estudiaron un gran 

número de actinometos en busca de nuevos antibióticos mediante un rastreo a gran escala de 

muestras de suelo. En 1940, aisló la actinomicina A a partir de un cultivo de Actinomyces 

antibioticus (reclasificado como Streptomyces antibioticus), primer antibiótico aislado a partir 

de un actinomiceto, aunque no tuvo aplicación médica por su alta toxicidad. Posteriormente 

fueron descubiertos otros antibióticos a partir de cultivos de Streptomyces,  como clavacina, 

fumigatina y estreptotricina, nuevamente sin aplicación clínica. El bajo éxito obtenido con 

esta estrategia llevo a Waksman a  variar la línea de investigación buscando a partir de ese 

momento antibóticos activos frente al bacilo Mycobacterium tuberculosis (causante de la 

tuberculosis) identificado por Robert Koch en 1882. Tras cultivar y analizar miles de cepas, 

en 1944, Albert Schatz, Elizabeth Bugie y Selman Waksman, publicaron el aislamiento del 

primer antibiótico aminoglucósido y primer fármaco efectivo para el tratamiento de la 

tuberculosis,  aislado de un cultivo de Streptomyces griseus: la estreptomicina (Schatz et al., 

1944), descubrimiento por el cual Waksman recibió el premio Nobel de Medicina en 1952, 

reconociéndose la coautoría a Schatz en 1988.  

http://www.iberlibro.com/servlet/SearchResults?an=Milton+Wainwright&cm_sp=det-_-bdp-_-author
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Al descubrimiento de la estreptomicina siguió una gran batería de antibióticos 

producidos por especies del género Streptomyces, como cefalosporina, tetraciclina, 

cloranfenicol, kanamicina o neomicina, entre otros, convirtiendo al género en uno de los que 

suscita mayor interés tanto para investigadores como para empresas farmacéuticas, no solo 

por su capacidad para producir antibióticos (antibacterianos y antifúngicos), sino por ser 

productores de una gran diversidad de compuestos de importancia farmacológica como  

antitumorales (actinomicina, daunorrubicina, mitramicina), inmunosupresores (tacrolimus, 

rapamicina, ascomicina), antifúngicos (pimaricina, nistatina, anfotericina B, candicidina),  

agentes antihelmínticos (avermectina), herbicidas (bialafos, fosfinotricina), pesticidas 

(polioxina), antivirales (concanamicina A, gilvocarcina), insecticidas (indanomicina),  entre 

otros (Chaudhary et al., 2013; Procópio et al., 2012; Weber et al. 2003) (Figura 1.13). 

Entre los años 50-70, aproximadamente el 60 % de los antibióticos de nuevo 

descubrimiento eran producidos por actinomicetos, casi exclusivamente por el género 

Streptomyces. Actualmente el porcentaje ha disminuido considerablemente, siendo 

producidos el 39 % de los metabolitos microbianos por actinomicetos (y de ellos 80% por 

Streptomyces) aunque esto no significa que hayan perdido interés como fuente de 

metabolitos secundarios, sino que es reflejo del cambio producido en los últimos años en el 

mercado  farmacéutico  (Bérdy, 2012; Watve  et al.,  2001). En  la actualidad, el desarrollo e  

 

 
Figura 1.13. Fecha de descubrimiento y origen de los principales metabolitos secundarios. En negrita destacan 
los compuestos producidos por especies del género Streptomyces.  

Platensimicina-2006-Streptomyces platensis
Daptomicina-2003-Streptomyces roseosporus
Linezolid-2000-Sintético
Mupiricina-1985-Pseudomonas fluorescens
Ribostamicina-1970-Streptomyces ribosidificus
Fosfomicina-1969-Streptomyces fradiae
Trimetoprima-1968-Sintético
Gentamicina-1963-Micromonospora purpurea
Ácido fusídico-1963-Fusidium coccineum
Ácido nalidíxico-1962-Sintético
Tinidazol-1959-Sintético
Kanamicina-1957-Streptomyces kanamyceticus
Rifamicina-1957-Amycolatopsis mediterranei
Novobiocina-1956-Streptomyces orientalis
Vancomicina-1956-Streptomyces orientalis
Cicloserina-1955-Streptomyces garyphalus
Lincomicina-1952-Streptomyces lincolnensis
Eritromicina-1952-Saccharopolyspora erythraea
Virginiamicina-1952-Streptomyces virginiae
Isoniacida-1951-Sintético
Viomicina-1951-Streptomyces vinaceus
Nistatina-1950-Streptomyces noursei
Tetraciclina-1950-Streptomyces aureofaciens
Neomicina-1949-Streptomyces fradiae
Cloranfenicol-1949-Bacillus polymyxa
Polimixina-1947-Bacillus polymyxa
Nitrofurantoina-1947-Sintético
Bacitracina-1945- Bacillus licheniformes
Cefalosporinas-1945- Streptomyces clavuligerus
Estreptomicina-1944- Streptomyces griseus
Penicilina-1941- Penicillium chrysogenum1940

1950

1960

1970

2014
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introducción de un nuevo compuesto en el mercado supone entre 10 y 12 años y  de 800 a 

2000 millones de dólares en costes de I+D, siendo la duración media en el mercado de 8-10 

años. Esto, junto con las estrictas regulaciones sobre pruebas clínicas y de seguridad de 

nuevos compuestos terapéuticos impuestas por los organismos reguladores, hace que las 

compañías farmacéuticas solo lancen al mercado aquellos productos que tendrán mayor 

incidencia en tratamientos terapéuticos y por tanto reportarán mayores beneficios (Bérdy, 

2012).  

1.3.2. Regulación del metabolismo secundario en Streptomyces 
La producción de metabolitos secundarios tiene lugar a través de rutas biosintéticas 

complejas mediante el uso de precursores procedentes del metabolismo primario. La 

biosíntesis de metabolitos secundarios en estreptomicetos coincide o precede ligeramente a 

la diferenciación morfológica en los cultivos en medio sólido o el inicio de la fase estacionaria 

en los cultivos en medio  líquido, estando fuertemente relacionada con la escasez nutricional 

(Bibb, 2005; Martín, 2004). 

De manera generalizada se considera que los genes necesarios para la producción de un 

metabolito individual junto con los genes de resistencia y de exportación de dicho 

metabolito, se encuentran agrupados conjuntamente en el cromosoma, por lo general en los 

extremos de éste o en ocasiones en plásmidos, siendo el caso más destacado el del 

megaplásmido pSCL4 de S. clavuligerus que acomoda unas 25 agrupaciones de metabolitos 

secundarios (Medema et al., 2010). Dichas agrupaciones génicas, cuyo tamaño varía desde 

unas 15 kb a más de 100 kb, presentan frecuentemente genes reguladores de ruta que 

controlan la expresión de los genes de la agrupación de la que forman parte (Bibb, 1996; 

Martín y Liras, 2010). 

Debido a la gran complejidad del proceso de biosíntesis del metabolismo secundario en 

Streptomyces existe un sistema jerárquico representado por varios niveles de regulación. De 

este modo se establecen cascadas reguladoras complejas donde los niveles más elevados se 

localizan separados de las agrupaciones génicas de biosíntesis y ejercen un efecto 

pleiotrópico o global en la regulación de múltiples metabolitos secundarios o en la 

producción de éstos y  la diferenciación morfológica; mientras que los más bajos 

(reguladores de ruta) están implicados en la regulación de la producción de un metabolito 

secundario en particular (Martín y Liras, 2010). 

La expresión de los reguladores específicos de ruta es dependiente de uno o varios 

factores pleiotrópicos, los cuales, a su vez, se activan o reprimen en respuesta a una gran 

variedad de factores fisiológicos como la tasa de crecimiento del microorganismo o 
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moléculas de señalización y señales nutricionales o medioambientales, como son la escasez 

de fosfato y nitrógeno, la presencia en el medio de quitina y N-acetilglucosamina, y los 

factores de estrés como daño de la pared celular, respuesta a choque térmico o cambios de 

pH, entre otros, activando la biosíntesis de metabolitos secundarios como una posible 

respuesta de adaptación al medio (Martín, 2004; Rigali et al., 2008). 

Sin embargo, las investigaciones de los últimos años demuestran que el mecanismo de 

regulación del metabolismo secundario de Streptomyces es mucho más complejo que una 

estructura piramidal de regulación, dando paso a un mecanismo donde la regulación 

cruzada, la retroalimentación y la versatilidad se asemeja más a una realidad donde los 

reguladores específicos de ruta ejercen efecto regulador más allá de su propia agrupación 

actuando sobre otras agrupaciones, y donde, en contra de lo que se creía, reguladores de ruta  

ejercen un control cruzado sobre reguladores pleiotrópicos (Huang et al., 2005; Martín y 

Liras, 2010). 

El conocimiento de la regulación de la biosíntesis de metabolitos secundarios resulta de 

gran interés, puesto que la manipulación genética de los reguladores constituye una de las 

principales dianas cuando se busca  un aumento en la producción de compuestos de interés 

industrial (Chen et al., 2010). 

1.3.2.1. Reguladores globales 
1.3.2.1.1. Reguladores globales de la diferenciación morfológica y la producción de 

metabolitos secundarios 

 Señalización intracelular: el papel de ppGpp 

Un importante mecanismo que desencadena la respuesta adaptativa ante una situación 

de estrés nutricional y por tanto una disminución de la tasa de crecimiento, está mediada por 

los nucleótidos de guanosina altamente fosforilados, ppGpp  (guanosina 5`-difosfato-3´-

difosfato) y pppGpp (guanosina 5`-trifosfato-3´-difosfato), también conocida como respuesta 

estricta (Yang et al., 1974).  

La respuesta estricta, descrita inicialmente en Escherichia coli, media la regulación de la 

síntesis de ARNr y la producción de ribosomas como respuesta a escasez de aminoácidos 

necesarios para sostener el crecimiento de la población bacteriana. Bajo condiciones 

limitantes de aminoácidos, ppGpp es sintetizado por RelA, una proteína asociada a los 

ribosomas, en respuesta a la llegada al sitio A del ribosoma de un ARNt que no esté cargado 

con un aminoácido (Sands y Robert, 1952; Stent y Brenner, 1961). Estudios posteriores 

mostraron que el ppGpp actúa más como un regulador global que como un regulador 

específico de la producción de ribosomas,  modificando el patrón de transcripción de  la 
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célula, reduciendo la expresión de los genes relacionados con el crecimiento rápido y 

proliferación y aumentando la de aquellos genes relacionados con la supervivencia, 

virulencia y diversos mecanismos de repuesta frente a estrés (Magnusson et al., 2005).  

En el caso de Streptomyces, ha sido demostrado en diferentes especies que el ppGpp 

presenta efecto regulador tanto en la síntesis de metabolitos secundarios como en la 

diferenciación morfológica (Hesketh et al., 2007; Kelly et al., 1991; Ochi et al., 1987). 

Concretamente, en S. coelicolor el mutante ∆relA presenta retraso en el inicio y desarrollo de 

la diferenciación morfológica, presentando alteración morfológica de la colonia, siendo 

además defectivo en la producción de los antibióticos undecilprodigiosina y actinorrodina, 

debido a la disminución de la transcripción de los reguladores específicos de ruta redD y 

actII-ORF4, respectivamente (Chakraburtty y Bibb, 1997). Aunque en la mayoría de las 

especies de Streptomyces el (p)ppGpp actúa como una señal intracelular desencadenante de la 

biosíntesis de metabolitos secundarios, en S. clavuligerus parece actuar como un represor de 

la síntesis de cefamicina C y ácido clavulánico, lo que puede ser explicado por la relación 

entre la tasa de crecimiento y la producción de metabolitos secundarios, ya que al contrario 

que ocurre con la mayoría, la cefamicina C y el ácido clavulánico se sintetizan durante la fase 

de crecimiento exponencial además de en la fase estacionaria (Gómez-Escribano et al., 2008).  

 Señalización extracelular: γ-butirolactonas 
 

Las γ-butirolactonas, primeras moléculas descritas que median la señalización 

intercelular entre bacterias, fueron descubiertas en el género Streptomyces, siendo 

características de éste, aunque también están presentes en otros géneros de actinomicetos 

(Khokhlov et al., 1967; Aroonsri et al., 2008).  

La primera γ-butirolactona (GBL)  caracterizada fue el factor A o factor autorregulador 

de S. griseus (Khokhlov et al., 1967). Una vez sintetizado el factor A, éste se secreta y acumula 

en el medio, siendo necesaria una concentración del orden de nanomolar para que se 

desencadene la cascada de regulación en la que participa y que ha sido completamente 

elucidada (Horinouchi, 2002). Cuando la concentración del factor A alcanza el nivel crítico, lo 

que ocurre hacia la mitad de la fase exponencial de crecimiento, se une a la proteína 

citoplasmática ArpA (en inglés “A factor receptor protein”), que provoca la liberación de esta 

última de la región promotora del gen adpA, permitiendo su transcripción. Como resultado, 

AdpA activa la trascripción de los genes del regulón AdpA implicados tanto en el 

metabolismo secundario (como por ejemplo, el gen strR, regulador específico para la ruta 

biosintética de la estreptomicina) como en la diferenciación morfológica (Higashi et al., 2007; 

Horinouchi, 2002; Ohnishi et al., 2005). 
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El efecto regulador ejercido por el factor A sobre la diferenciación morfológica es más la 

excepción que la norma, ya que la mayoría de las γ-butirolactonas limitan su control 

exclusivamente al metabolismo secundario. Otras γ-butirolactonas aisladas y caracterizadas 

han sido el butanólido virginiae (VB) de S. virginiae (Kawachi et al., 2000), IM-2 de S. 

lavendulae (Kitani et al., 1999), SCB1 de S. coelicolor (Takano et al., 2005), SRB1 y SRB2 de S. 

rochei (Arakawa et al., 2012), todas ellas γ-butirolactonas implicadas exclusivamente en la 

regulación del metabolismo secundario. En la mayoría de los casos no han sido 

caracterizadas la moléculas señal tipo γ-butirolactona que median la regulación aunque sí 

han sido identificados un gran número de homólogos de receptores de GBLs, los cuales están 

codificados por genes que se encuentran localizados, en su mayoría, próximos a la 

agrupación génica de biosíntesis del antibiótico que regulan (Takano, 2006). Existen distintos 

niveles de complejidad, y no es raro encontrar múltiples receptores de γ-butirolactonas en la 

misma bacteria y ocasionalmente varios receptores se encuentran localizados en la misma 

agrupación, como es el caso de la agrupación génica de biosíntesis de tilosina de S. fradie,  

estableciéndose una cascada reguladora donde el receptor principal denominado TylP 

reprime el resto de receptores homólogos y proteínas reguladoras (Bignell et al., 2007; 

Stratigopoulos et al., 2002). 

La mayoría de las proteínas receptoras de γ-butirolactonas actúan como represores de la 

transcripción, de modo que la unión de las γ-butirolactonas específicas a dichos receptores 

induce la expresión de los genes diana. Como excepciones al efecto represor encontramos el 

receptor de butirolactonas SpbR de S. pristinaespiralis, que actúa como regulador positivo en 

la biosíntesis de pristinamicina  y Gbr de S. tacrolimicus y BulR1  de S. tsukubaensis, que 

actúan como reguladores positivos en la biosíntesis de tacrolimus, afectando también a la 

diferenciación morfológica, observándose un retraso en la esporulación (Folcher et al., 2001; 

Salehi-Najafabadi et al., 2011; 2014).  

Además de las GBLs han sido descritas varias moléculas que median la señalización 

extracelular en Streptomyces como el factor Pi, que suprime la producción de piramicina a 

concentraciones del orden de nanomolar de manera similar a moléculas de quorum-sensing, 

en S. natalensis (Recio et al., 2004). Una nueva familia de moléculas denominadas 

metilenomicinafuranos (MMFs), fueron descubiertas en S. coelicolor, las cuales actúan como 

inductores de la biosíntesis de antibióticos de una manera análoga a las GBLs (Corre et al., 

2008). Más recientemente, Kitani et al. aislaron y caracterizaron una molécula que 

denominaron avenólido, efectiva a una concentración de 4 nM y que es esencial para la 

inducción de avermectina en S. avermitilis, constituyendo una posible nueva clase de 

autorreguladores de Streptomyces (Kitani et al., 2011). 
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 Señalización intercelular: Genes bld 
Como ha sido expuesto en el apartado 1.1.4, los miembros del género Streptomyces 

exhiben un ciclo vital complejo, desarrollando como parte de su ciclo estructuras 

multicelulares (micelio aéreo) que en último término darán lugar a esporas unicelulares. Para 

que exista una sincronización en esas estructuras multicelulares es necesaria una red de 

comunicación intercelular que medie el control de los procesos de diferenciación.  

En S. coelicolor, los genes bld (denominados A, B, C, D, G, H, I, J, K, L, M, N) gobiernan 

una cascada de señalización extracelular que regula tanto la diferenciación morfológica, 

(controlando entre otras la síntesis de la proteína hidrofóbica SapB esencial para la formación 

del micelio aéreo), como la diferenciación química o fisiológica (Elliot et al., 1998; Willey et al., 

1993) (Figura 1.14). Los mutantes bld son incapaces de formar micelio aereo (de ahí la 

denominación de fenotipo calvo, del inglés “bald”), siendo la mayoría de los mutantes (a 

excepción de bldC) defectivos en la producción de metabolitos secundarios (Chater, 2006; 

Elliot et al., 1998). 
 

 
Figura 1.14. Cascada de señalización extracelular mediada por los genes bld implicada en el desarrollo del 
micelio aéreo en S. coelicolor. La cascada de señalización se inicia con la señal 1 (oligopéptido), producida de 
manera dependiente del gen bldJ, que se acumula extracelularmente. El oligopéptido es captado por el 
transportador de oligopéptido, codificado por el gen bldK, lo que desencadena la señal 2 y así sucesivamente. 
Finalmente se produce la proteína hidrofóbica SapB, esencial para la formación del micelio aéreo, bajo la 
regulación del gen bldD. Fuente: Tomada de Salehi-Najafabadi (2010). 
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Aunque el efecto regulador de los mutantes bld en la biosíntesis de metabolitos 

secundarios puede ser indirecto, el gen bldA ejerce una regulación directa en el control de la 

diferenciación morfólogica y química. El gen bldA codifica el único ARNt que puede traducir 

el codón de leucina UUA en Streptomyces,  siendo la frecuencia de genes que incluyen el 

codón TTA del orden del 3 %. Cabe destacar que todos los genes que contienen dicho triplete 

son genes relacionados con la diferenciación morfológica (como el gen adpA) o genes del 

metabolismo secundario, estando presente especialmente en genes reguladores de ruta, 

como el regulador específico de biosíntesis de actinorrodina, actII-ORF4 (Chater y Chandra, 

2008). 

La formación del micelio aéreo en Streptomyces  depende de una serie de moléculas 

extracelulares que son intercambiadas entre células mediante difusión (Willey et al., 1993). 

Dichos autores observaron que la formación de micelio aéreo en mutantes bld puede ser 

restaurada si éstos se encuentran próximos a cepas silvestres, ejerciéndose una 

complementación extracelular. Posteriormente, fue demostrado que la cascada de 

señalización ejercida por los genes bld era jerárquica, ya que cuando eran sembrados 

distintos mutantes en placas de agar se restauraba la formación de micelio aéreo (Nodwell et 

al., 1996). Los mismos experimentos fueron usados para aislar y caracterizar el factor Pi de S. 

natalensis (Recio et al., 2004) 
 

 Señalización nutricional mediada por N-acetilglucosamina: DasR 
La ya mencionada coincidencia del inicio de la diferenciación morfológica y bioquímica 

en el género Streptomyces sugiere la presencia de un regulador global que conecta ambos 

procesos en respuesta a una señal ambiental determinada. Dicho regulador global ha sido 

caracterizado (denominándose DasR), al igual que la señal nutricional (la N-

acetilglucosamina) que desencadena la cascada reguladora (Rigali et al., 2006). 

La N-acetilglucosamina (GlcNAc), componente de la pared celular bacteriana 

(peptidoglicano) y monómero del polímero de origen natural más abundante (quitina), es 

una de las principales fuentes de carbono y nitrógeno de los estreptomicetos. Además, la 

GlcNAc es una importante molécula señalizadora, que de manera singular, puede trasmitir 

información opuesta en función del estado nutricional del medio. En condiciones favorables 

a nivel nutricional (abundancia del polisacárido quitina), la acumulación de GlcNAc 

promueve el crecimiento, bloqueando por tanto la diferenciación morfológica, mientras que 

en situación de escasez nutricional (degradación de la pared celular bacteriana), la 

acumulación de GlcNAc desencadena tanto la biosíntesis de metabolitos secundarios como 

la morfogénesis (Rigali et al., 2006; 2008). 
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DasR es un regulador transcripcional de S. coelicolor, que controla la expresión de los 

genes de transporte y metabolismo de  N-acetilglucosamina, además de inhibir la 

producción de actinorrodina y undecilprodigiosina mediante unión a la secuencia operadora 

de los genes reguladores específicos de ruta de ambas agrupaciones biosintéticas. En 

situación de escasez nutricional, la GlcNAc se introduce en la célula y es fosforilada a N-

acetilglucosamina-6fosfato (GlcNAc-6P) que actúa como efector alostérico de DasR 

imposibilitando la unión de este a la secuencia promotora de los genes reguladores de ruta, 

permitiéndo su transcripción y por tanto la formación de actinorrodina y 

undecilprodigiosina. Sin embargo, en situación de abundancia nutricional, la N-

acetilglucosamina bloquea la esporulación y la producción de antibióticos, aunque se 

desconoce el mecanismo molecular completo que media dicho bloqueo (Swiatek et al., 2012). 

1.3.2.1.2. Reguladores pleiotrópicos de la biosíntesis de antibióticos 

Los reguladores pleiotrópicos que se engloban en este apartado actúan únicamente 

sobre el metabolismo secundario influyendo sobre la expresión de los reguladores 

específicos de ruta en respuesta a diferentes señales ambientales. 

A continuación se muestran algunos de los ejemplos más relevantes acerca de este nivel de 

regulación, con algunas de las cascadas de señalización más estudiadas. 
 

 Sistemas de serina-treonina quinasas: Sistema AfsK/ AfsR 

Las fosforilaciones reversibles en residuos de serina, treonina y tirosina mediante la 

acción de proteínas quinasas y fosfatasas constituyen el sistema regulador principal de 

muchos procesos celulares en organismos eucariotas (Hanks y Hunter, 1995). Aunque 

inicialmente se consideraba que el sistema de transducción de señal mediado por quinasas 

era exclusivo de eucariotas, en las últimas décadas han sido caracterizados sistemas serina-

treonina quinasas en procariotas (Bakal y Davies, 2000). La secuenciación del genoma de S. 

coelicolor reveló  la presencia de cerca de 40 proteínas serina/treonina o tirosina quinasas, 

siendo la más estudiada la quinasa AfsK (Horinouchi, 2003). AfsK y  los homólogos AfsL y 

PkaG son serina/treonina quinasas capaces de autofosforilarse en residuos de 

serina/treonina en respuesta a señales ambientales aún desconocidas para después transferir 

el grupo fosfato a residuos serina/treonina del regulador pleiotrópico AfsR, que una vez 

fosforilado se une al promotor del gen afsS permitiendo su transcripción (Sawai et al., 2004).  

El gen afsS codifica una proteína tipo factor sigma de pequeño tamaño que regula la 

expresión de un gran número de genes, en  su mayoría relacionados con el metabolismo 

secundario, actúando como activador transcripcional de varios genes reguladores específicos 

de ruta como actII-ORF4 y redD, implicados en la producción de actinorrodina y 
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undecilprodigiosina, respectivamente. Además, se ha observado que un número elevado de 

genes relacionados con el estrés nutricional se ven afectados en el mutante afsS, aunque se 

desconoce el mecanismo por el cual se ejerce la regulación (Lee et al., 2002; Lian et al., 2008).  

El sistema AfsK/AfsR no es exclusivo de S. coelicolor, ya que han sido descritos sistemas 

serina/treonina quinasas homólogos en otras especies del género Streptomyces. Al igual que 

ocurre en S. coelicolor, los homólogos AfsK/AfsR están implicados en la mayoría de los casos 

en la regulación de metabolitos secundarios, como es el caso de S. venezuelae (Maharjan et al., 

2009),  S. peucetius (Parajuli et al., 2005) y S. lividans (Kim et al., 2001), donde los homólogos 

AfsK/AfsR regulan la biosíntesis de picromicina, doxorrubicina y actinorrodina, 

respectivamente. Sin embargo en S. griseus  el sistema tipo AfsK/AfsR es necesario para la 

diferenciación morfológica, siendo el efecto regulador condicional a la presencia de glucosa 

en el medio (Umeyama et al., 1999). 

 Sistemas de dos componentes: respuesta a limitación de fosfato por el sistema 
PhoR-PhoP 

Los sistemas de dos componentes (TCSs) son uno de los principales mecanismos de 

transducción de señal en procariotas. Sin embargo, no son exclusivos de éstos ya que han 

sido caracterizados TCSs en arqueas, hongos, levaduras y plantas, donde regulan procesos 

fisiológicos y moleculares tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional (Perry et al., 

2011).  

Un sistema de dos componentes clásico está formado por una proteína receptora 

denominada histidina quinasa (HK) y una proteína efectora denominada regulador de 

respuesta (RR) codificados por un par de genes que normalmente se encuentran localizados 

adyacentes en el genoma. Ambas proteínas son proteínas multidominio, y de manera 

característica las HKs presentan un dominio transmisor en el extremo C-terminal y un 

dominio sensor o de entrada de naturaleza diversa en el extremo N-terminal. Por otro lado, 

los RRs presentan un dominio receptor conservado en el extremo N-terminal y un dominio 

efector variable en el extremo Ct o dominio de salida. Con tal organización, cuando un 

estímulo es percibido por el dominio sensor de la histidina quinasa, se produce la activación 

del dominio transmisor de ésta, mediante la autofosforilación de un residuo histidina 

conservado en dicho dominio.  El dominio transmisor fosforilado (HK~P) interacciona con el 

dominio receptor de su pareja RR,  lo que permite transferir el grupo fosfato desde el residuo 

histidina del dominio transmisor a un residuo aspártico conservado situado en el dominio 

receptor. En última instancia, el dominio receptor fosforilado interacciona con el dominio 

efector del RR, activando su efecto regulador (Gao et al., 2007) (Figura 1.15).  
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A pesar de que los dominios individuales presentan una estructura y un mecanismo 

funcional común, el amplio rango de interacciones entre el dominio receptor y efector 

proporciona una gran diversidad en las estrategias reguladoras, optimizando la respuesta en 

función de la señal percibida. 

Los sistemas de dos componentes presentan un amplio rango de respuesta, desde 

regulaciones metabólicas básicas como la utilización de carbono y nitrógeno, la asimilación 

de fosfato, el crecimiento en aerobiosis y anaerobiosis hasta respuestas complejas como la 

formación de esporas o biofilms. 
 

 
 
Figura 1.15. Esquema de un sistema clásico de dos componentes. Un sistema de dos componentes está 
constituido por una quinasa sensora y un regulador de respuesta. Ante un determinado estímulo 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 activación. Fuente: Imagen tomada y modificada de Parkinson y Kofoid 
(1992). 

 

El gran número de genomas bacterianos secuenciados disponibles en la actualidad ha 

aportado datos de gran interés sobre los sistemas de transducción de señal microbianos. La 

mayoría de los genomas secuenciados codifican numerosos TCSs, aumentando su número en 

los genomas de más tamaño y mayor complejidad del ciclo vital. Según las bases de datos 

MiST2 (“Microbial Signal Transduction”) (http://mistdb.com) y SENTRA 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/Complete_Genomes/SignalCensus.html)  existen pocas bacterias 

que no presenten TCSs (ej. Mycoplasma, Phytoplasma mali, Buchnera aphidicola, Blochmannia 

floridanus), mientras que la mayoría contiene varias docenas (ej. Bacillus anthracis, E. coli, S. 

coelicolor) y unas pocas contienen más de 100 (ej. Myxococcus xanthus, Desulfatibacillum 

alkenivorans, Methylobacterium radiotolerans y varias cianobacterias) (Galperin et al., 2010; 

Ulrich y Zhulin, 2010). En cuanto al género que nos ocupa, las 46 especies del género 

Streptomyces con genomas disponibles presentan un elevado número de TCSs; el 

microorganismo modelo S. coelicolor presenta 148 HKs (2 de ellas en el plásmido SCP1) y 88 
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RRs; en el genoma de S. tsukubaensis NRRL 18488, una de las cepas objeto de estudio de este 

trabajo, se han identificado 118 HKs y 80 RRs, mientras que el genoma de la especie 

patógena de humanos S. somaliensis presenta el menor número de TCSs, con 78 HKs y 37 RRs 

(http://mistdb.com). 

Uno de los TCSs mejor caracterizados en diversas especies del género Streptomyces es el 

sistema PhoR-PhoP que media la respuesta frente a la escasez de fosfato (Sola-Landa et al., 

2003). En respuesta a una limitación de fosfato en el medio, la proteína quinasa sensora PhoR 

fosforila al regulador de respuesta PhoP, que de este modo queda activado, regulando la 

expresión de manera directa de un conjunto de genes que constituyen el denominado 

regulón pho,  permitiendo así la adaptación fisiológica de la célula a las condiciones de 

escasez de fosfato mediante activación y represión transcripcional (Rodríguez-García et al. 

2007; 2009; Sola-Landa et al., 2003; 2005; 2008). La regulación transcripcional de los genes del 

regulón pho está controlada por la unión directa de PhoP a las cajas PHO (Sola-Landa et al. 

2005; 2008). Sin embargo, aunque la biosíntesis de metabolitos secundarios se suele encontrar 

reprimida en presencia de concentraciones altas de fostafo (Martín, 2004), los promotores de 

dichos genes no presentan cajas PHO en ninguno de los casos hasta ahora estudiados, lo que 

parece indicar una regulación indirecta (Santos-Beneit et al., 2009).   

El perfil regulador ejercido por PhoP rompe la visión tradicional de un modelo de 

regulación piramidal y escalonada, puesto que éste participa de un entramado de regulación 

complejo donde surgen interacciones con otros reguladores globales y otras rutas 

metabólicas. Existe una regulación cruzada de PhoP con el regulador AfsR (ver apartado  

anterior), ya que ambos se unen a la región promotora del también regulador afsS activando 

su expresión, tras lo cual son activados varios reguladores específicos de ruta de biosíntesis 

de metabolitos secundarios. Por otro lado, AfsR se une al promotor de phoP y pstS (Santos-

Beneit et al., 2009). Otro tipo de regulación cruzada ejercida por PhoP afecta a la ruta de 

asimilación de nitrógeno, ya que PhoP se une a los promotores de varios genes implicados en 

el metabolismo del nitrogéno (como glnR, glnA, glnII y amtB), no siendo esta regulación 

cruzada recíproca, ya que GlnR no se une a los promotores del regulón pho (Rodríguez-

García et al. 2009; Sola-Landa et al., 2013). Por su parte, AfsR también regula la expresión de 

glnR mediante unión directa a su promotor (Santos-Beneit et al., 2012) (Figura 1.16).     
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Figura 1.16. Regulación ejercida por PhoP, GlnR, AfsR y GlnRII sobre los principales genes implicados en el 
metabolismo del fosfato y del nitrógeno. Las flechas de línea continua indican inducción, mientras que las líneas 
discontinuas y extremos romos indican represión. Las flechas de línea discontinua indican traducción de los 
genes reguladores. Fuente: Imagen tomada y modificada de Martín et al. (2011) y Santos-Beneit et al. (2012). 

 
 

1.3.2.2. Reguladores específicos de ruta. 

Aunque se creía que el sistema de dos componentes era el principal modo de 

transducción de señales en procariotas, los análisis informáticos de más de 1123 genomas 

indican que la mayoría de los sistemas de transducción de señal (66 %) consisten en una 

única proteína que presenta un dominio de entrada “input” y otro de salida “output”, no 

estando presentes los dominios fosfotransferasa típicos de sistemas de dos componentes 

(Ulrich y Zhuling, 2010). 

Si nos referimos al modelo clásico de regulación piramidal,  los reguladores específicos 

de ruta actúan como “sistemas de un componente” acoplando estímulos químicos a 

respuestas transcripcionales concretas. 

Las agrupaciones génicas de biosíntesis de metabolitos secundarios presentan 

frecuentemente reguladores transcripcionales específicos que ejercen una regulación directa 

sobre los genes de biosintesis de la agrupación génica que regulan. Sin embargo, las 

investigaciones de los últimos años demuestran que el mecanismo de regulación del 

metabolismo secundario de Streptomyces es mucho más complejo, y en ocasiones los 

reguladores específicos de ruta ejercen un efecto regulador más allá de su propia agrupación, 

actuando sobre otras agrupaciones (De la Fuente et al., 2002; Huang et al., 2005).   

El conocimiento de los mecanismos de regulación ejercidos por los reguladores 

específicos de ruta puede ser de gran interés, ya que su manipulación genética podría 
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conducir a un incremento del rendimiento del metabolito de interés, ya sea mediante la 

sobreexpresión de un regulador positivo o la inactivación de un regulador con efecto 

represor (Chen et al., 2010; Olano et al., 2008). 

Los reguladores específicos de ruta se clasifican en distintas familias. A continuación se 

describen las familias de reguladores más relevantes para el desarrollo de nuestro trabajo.  
 

1.3.2.2.1. Familia de reguladores SARP 

Un gran número de los genes reguladores específicos de ruta pertenecen a la familia 

SARP (del inglés “Streptomyces Antibiotic Regulatory Proteins”). Los miembros de esta 

familia son activadores transcripcionales y presentan de forma característica un dominio de 

unión a ADN tipo Hélice-vuelta-Hélice (HTH) alado (en inglés “winged Hélix-Turn-Helix”) 

cercano al extremo N-terminal típico de las proteínas de la familia OmpR (Wietzorrek y Bibb, 

1997).  

Estudios de interacción entre los reguladores tipo SARP y los genes diana identifican 

secuencias de reconocimiento consistentes en repeticiones directas heptaméricas (5′-

TCGAGXX-3′) situadas corriente arriba de la región -10 de los promotores con los que 

interactúan (Arias et al., 1999; Lombó et al., 1999; Sheldon et al., 2002; Wietzorrek y Bibb, 

1997). 

Los representantes mejor conocidos de la familia SARP son los reguladores específicos 

de ruta ActII-ORF4, CdaR y RedD, que controlan la biosíntesis de actinorrodina, CDA (del 

inglés “calcium-dependent-antibiotic”) y undecilprodigiocina, respectivamente, en S. 

coelicolor (Fernández-Moreno et al., 1991; Takano et al., 1992); DnrI, que regula la síntesis de  

daunorubicina en Streptomyces peucetius (Sheldon et al., 2002); CcaR, que controla la 

producción de  ácido clavulánico y cefamicina C en Streptomyces clavuligerus (Pérez-Llanera 

et al., 1997); y TylS, que regula la biosíntesis de tilosina en Streptomyces fradiae (Cundliffe, 

2008), entre otros. Sin embargo, la familia de reguladores SARP no incluye exclusivamente 

reguladores de ruta, ya que el regulador pleiotrópico AfsR de S. coelicolor también presenta 

un dominio tipo SARP en el extremo N-terminal, aunque en este caso su estructura presenta 

adicionalmente un dominio ATPasa central y un dominio de repetición de tetratricopéptidos 

en su extremo C-terminal (Tanaka et al., 2007). 

La deleción de los genes que codifican reguladores SARP se traduce en una disminución 

o eliminación total de la formación del metabolito secundario que regulan, capacidad que es 

recuperada mediante complementación con el gen silvestre. Por ello, la manipulación 

genética de estos genes presenta gran interés ya que puede conducir a un aumento de la 

producción de compuestos con interés comercial en fermentaciones industrial. 
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1.3.2.2.2. Familia de reguladores LuxR 

Los reguladores de la familia LuxR se caracterizan por presentar un dominio HTH 

denominado LuxR en la región Carboxilo terminal, mediante el cual se unen al ADN 

ejerciendo su actividad reguladora (Choi y Greenberg, 1992). Esta familia de reguladores, 

descrita inicialmente en la bacteria simbionte Vibrio fischeri,  está ampliamente caracterizada 

por su implicación en el fenómeno quorum-sensing (QS), mecanismo que permite la 

comunicación intercelular bacteriana mediante la liberación de una molécula señal o 

autoinductor. Cuando la población de V. fischeri alcanza un “quorum” (densidad celular), la 

bacteria responde al autoinductor N-acil homoserina lactona, sintetizado por LuxI (otro 

componente esencial del QS), sincronizando el comportamiento poblacional a través del 

regulador LuxR que activa la transcripción de los genes del operón lux, emitiendo la bacteria 

luminiscencia (Fuqua et al., 1994). Las proteínas tipo LuxR relacionadas con el QS presentan 

en su estructura una región sensora y/o de unión a la molécula señal en el extremo N-

terminal, además del ya mencionado motivo HTH en el extremo C-terminal. 

Además de en la producción de luminiscencia, las proteínas homólogas LuxR/LuxI de 

otras especies de bacterias Gram negativas participan en la regulación de funciones variadas 

como la síntesis de exoenzimas, producción de factores de virulencia, transferencia de 

plásmidos, producción de antibióticos o formación de biofilms, entre otras (Bassler, 2002; 

Duerkop et al., 2009; Swift et al., 1999; Wilkinson et al., 2002). En los últimos años ha cobrado 

gran interés el papel regulador de las proteínas tipo LuxR en respuesta a moléculas 

producidas por otras especies bacterianas e incluso organismos eucariotas (plantas), aunque 

este tipo de reguladores LuxR no responden a la señalización producida por LuxI y por tanto 

se les denomina LuxR huérfano o tipo “solo”  (González y Venturi, 2013; Subramoni y 

Venturi, 2009).  

En cuanto a las bacterias Gram positivas, las proteínas tipo LuxR presentan dos 

peculiaridades: 1) no ha sido caracterizada ninguna proteína LuxI en el filo Actinobacteria, 

de modo que  las bacterias del género Streptomyces no responden a N-acilhomoserina lactona 

como molécula de señalización, y por ello los reguladores tipo LuxR se consideran huérfanos 

o “solos”; 2) es frecuente que los reguladores tipo LuxR presenten dominios adicionales al 

dominio HTH. En este sentido Santos et al. (2012) analizaron 991 proteínas que presentan un 

dominio LuxR en un total de 53 genomas de especies de actinobacterias y determinaron que 

un 59% de las proteínas presentaban un dominio adicional. Por ello, la familia de 

reguladores LuxR en actinobacterias se puede clasificar en dos grandes subfamilias: una que 



 

 

51 Introducción 

se parece a los reguladores transcripcionales clásicos de las Gram negativas, los cuales 

presentan un único dominio LuxR y probablemente constituyen reguladores 

transcripcionales de un componente, y otra subfamilia que engloba a las proteínas  con un 

dominio LuxR en el extremo C-terminal y un dominio receptor (REC, del inglés “receiver 

domain”) en el extremo N-terminal, que probablemente actúa como en los reguladores de 

respuesta de los sistemas de dos componentes típico de bacterias Gram positivas. Un tercer 

grupo minoritario está formado por proteínas que presentan un dominio LuxR junto con 

algún dominio de transducción de señal, distinto de REC, dando lugar a proteínas 

multidominio que pueden formar parte de sistemas de dos componentes relacionados con el 

QS, aunque no se descartan funciones adicionales o complementarias (Santos et al., 2012). 

Esta diversidad estructural también se refleja en las especies de Streptomyces analizadas: 

S. avermitilis presenta 32 proteínas con un dominio LuxR asociado a un dominio REC y 18 

proteínas con un dominio LuxR “solo”; S. coelicolor presenta 45 proteínas con un dominio 

LuxR asociado a un dominio REC, 24 proteínas con un dominio LuxR solo y 2 proteínas con 

dominio LuxR asociado a un dominio AAA (del inglés “ATPases associated with diverse cellular 

activities“); y S. griseus subsp. griseus presenta 36 proteínas con un dominio LuxR asociado a 

un dominio REC, 11 proteínas con un dominio LuxR solo y una proteína con un dominio 

LuxR asociado a un dominio TPR (del inglés “tetratricopeptide repeat domain”) (Santos et al., 

2012). 
 

 Subfamilia de reguladores LAL 

En los últimos años, la subfamilia de reguladores LAL  (del inglés “large ATP-binding 

regulators of the LuxR family) ha cobrado gran importancia en el género Streptomyces por su 

implicación en la regulación de diversos metabolitos secundarios, actuando en la mayoría de 

los casos como reguladores específicos de ruta. Los reguladores LAL están englobados 

dentro de la familia de reguladores LuxR, y como todos los miembros de esta familia 

presentan un dominio tipo LuxR, caracterizado por un dominio HTH en el extremo C-

terminal. Sin embargo, son los dominios presentes en el extremo N-terminal los que 

permiten establecer la subfamilia LAL; estos reguladores se caracterizan por presentar un 

dominio de unión ATP/GTP en su extremo N-terminal, identificable por la presencia de los 

motivos conservados Walker A y B (Walker et al., 1982), y un tamaño inusualmente grande 

(aproximadamente 1000 aa) (De Schrijver y De Mot, 1999).   

La subfamila de reguladores LAL ha sido tipificada por el regulador del regulón de la 

maltosa de E. coli MalT, implicado en la captación y catabolismo de maltodextrinas 

(Débarbouillé et al., 1978). MalT modula los genes del operón mal, actuando como regulador 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0022283678903042
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transcripcional positivo junto con los inductores maltotriosa y ATP (Raibaud y Richet, 1987). 

Respecto al género Streptomyces, en la última década han sido identificadas más de tres 

decenas de proteínas reguladoras de la subfamilia LAL relacionadas con la síntesis de 

metabolitos secundarios (Tabla 1.3).  

Tabla 1.3. Lista de proteínas reguladoras de la familia LAL identificadas en bibliografía y bases de datos 
implicadas en le biosíntesis de metabolitos secundarios producidos por especies del género Streptomyces.  

Especie Proteína Agrupación/Función Referencia 

S. tsukubaensis FkbN* Biosíntesis de tacrolimus Goranovic et al., 2012; Mo et al., 
2012 

S. hygroscopicus NRRL 5491 RapH* Biosíntesis de rapamicina Kuscer et al., 2007 

S. natalensis PimR* Biosíntesis de pimaricina Antón et al., 2004 

S. avermitilis AveR* Biosíntesis de avermectina Guo et al., 2010; Kitani et al., 
2009 

S. lydicus SlgR2, SlgY* Biosíntesis  estreptolidigina Gomez et al., 2012; Olano et al., 
2009 

S. hygroscopicus 17997 GdmRI, GdmRII* Biosíntesis de geldanamicina He et al., 2008;  
Kim et al., 2010 

S. noursei NysRI, NysRII, 
NysRIII* Biosíntesis de nistatina Sekurova et al., 2004 

S. ambofaciens SAMR0484* Biosíntesis estambomicina Laureti et al., 2011 

Streptomyces sp. SCSIO1666 TrdH* Biosíntesis tirandamicina Mo et al., 2011 

S. coelicolor SCO0877, SCO7173* 
Biosíntesis de actinorrodina. 
Modulador sistema de dos 
componentes PhoR-PhoP. 

Guerra et al., 2012 

S. venezuelae PikD* Biosíntesis de picromicina Wilson et al., 2001 

Streptomyces sp. CK4412 TmcN* Biosíntesis de tautomicetina Hur et al., 2008 

Streptomyces sp. CS40 ClmR2* Colismicina A Vior et al., 2014 

S. hygroscopicus var. ascomyceticus FkbN Biosíntesis de FK520 Wu et al., 2000 

S. hygroscopicus Orf6 Agrupación PKS tipo I Yadav et al., 2003 

S. aizunensis Orf30 Biosíntesis de ECO-02301 McAlpine et al., 2005 

S. hygroscopicus AM 3672 HbmRII, HbmRI Biosíntesis de herbimicina Rascher  et al., 2005 

S. avermitilis OlmRII, OlmRI Biosíntesis de oligomicina Guo et al., 2010 

S. albus SalRI, SalRII Biosíntesis de salinomicina Knirschová et al., 2007 

S. nanchangensis MeiR Biosíntesis de meilingmicina Sun et al., 2003 

S. cinnamonensis MonH Biosíntesis de monensina Oliynyk et al., 2003 

S. neyagawaensis Orf3 Biosíntesis concanamicina Haydock et al., 2005 

S. nodosus AmphRI, AmphRII Biosíntesis anfotericina Cardomy et al., 2004 

S. carzinostaticus Orf2 Biosíntesis de neocarcilina Otsuka et al., 2004 

S. platensis Mer-11107 PldR Biosíntesis pladienolido Machida et al., 2008 

S. griseus Sgr6177 Agrupación PKS tipoI Ohnishi et al., 2008 

Streptomyces sp. BecH Biosíntesis de BE-14106 Jorgensen et al., 2009 

Streptomyces sp. 307-9 TamH Biosíntesis de tirandamicina Carlson et al., 2010 

Streptomyces sp. FR-008 FscRII, FscRIII, 
FscRIV FR-008/candicidina Chen et al., 2003 

Streptomyces sp. MP39-85 MlaH Biosíntesis de ML-449 Jorgersen et al., 2010 

S. antibioticus IdmG Biosíntesis de indanomicina Li et al., 2009 

S. lasaliensis Lsd8 Biosíntesis de lasalocida Migita et al., 2009 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Raibaud%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3298211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Raibaud%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3298211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Knirschov%C3%A1%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18062184
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* Reguladores LAL que han sido caracterizados experimentalmente.  
 

Cabe destacar que todos los reguladores LAL caracterizados hasta el momento actúan 

como reguladores positivos de la biosíntesis del metabolito secundario que modulan. Como 

casos especiales están los reguladores SCO0877 y SCO7173 de S. coelicolor, que aunque 

afectan positivamente a la síntesis de actinorrodina también ejercen una regulación negativa 

sobre los genes phoR-phoP, que median la respuesta frente a la escasez de fosfato (Guerra et 

al., 2012).Otro caso particular lo representa el regulador específico de ruta AveR de S. 

avermitilis, el cual regula positivamente la producción de avermectina y simultáneamente 

afecta negativamente a la biosíntesis de oligomicina, constituyendo un claro ejemplo de la 

complejidad y versatilidad del mecanismo regulador del metabolismo secundario de 

Streptomyces, donde  a diferencia de lo que se creía inicialmente, un regulador específico de 

ruta puede actuar sobre otras agrupaciones (Guo et al., 2010).   

En los últimos años, la disponibilidad de la secuencia de genomas completos ha 

permitido identificar reguladores LAL en agrupaciones génicas crípticas cuyos productos 

metabólicos permanecen desconocidos. La expresión constitutiva de estos reguladores 

específicos de ruta constituye una estrategia eficaz para el descubrimiento de nuevos 

compuestos naturales de interés industrial. Esta estrategia ha sido empleada para obtener el 

metabolito críptico estambomicina en Streptomyces ambofaciens, compuesto con actividad 

antiproliferativa frente a líneas celulares cancerígenas humanas (Laureti et al., 2011).   
 

1.3.2.2.3. Familia de reguladores TetR 

La familia de reguladores transcripcionales TetR (TFRs, del inglés “TetR family 

transcriptional regulators”) constituye uno de los grupos más grandes de factores 

transcripcionales de un componente, estando ampliamente distribuido entre bacterias y 

arqueas (Ramos et al., 2005).  

Los TFRs presentan un dominio conservado de unión a ADN tipo HTH en el extremo N-

terminal (Ramos et al., 2005). Sin embargo, los dominios presentes en el extremo C-terminal, 

los cuales interaccionan en la mayoría de los casos con ligandos, son altamente variables, lo 

que sugiere que esta familia de reguladores puede responder a un amplio rango de 

estímulos.    

La mayoría de los TFRs regulan genes que codifican bombas de expulsión que confieren 

resistencia a antibióticos. Entre ellos están TetR, presente en el transposón Tn10 que exporta 

tetraciclina (Hillen y Berens, 1994); ActR en S. coelicolor, que confiere resistencia a 

actinorrodina (Tahlan et al., 2007); AcrR en Escherichia coli (Mo  et al., 1996) y NfxB en 

Pseudomonas aeruginosa, que confieren resistencia a varios antibióticos, entre otros (Poole et 



 

 

54 Introducción 

al., 1996). Sin embargo, los TFRs también están implicados en la regulación de otros procesos 

fisiológicos, incluyendo la biosíntesis de antibióticos (Uguru et al., 2005; Guo et al., 2013), la 

producción de toxinas (MacEachran et al., 2008), el quorum-sensing y el ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos (Krug et al., 2005).   

TetR, la proteína modelo de esta familia, es el represor de tetA, que codifica una bomba 

de expulsión de tetraciclina. El gen tetR presenta orientación divergente al gen tetA, y la 

región intergénica contiene dos secuencias operadoras palindrómicas de 15 pb, a las que se 

une un dímero TetR reprimiendo la transcripción de ambos genes. La unión de la  

tetraciclina a TetR, provoca la liberación del regulador, activándose la expresión de tetA, 

confiriendo así resistencia (McMurry et al., 1980; Meier et al., 1988). 

Al igual que TetR, la mayoría de las proteínas pertenecientes a familia de reguladores 

transcripcionales TetR actúan como represores de la transcripción, aunque también ha sido 

descrito un pequeño número de activadores (Christen et al., 2006; Hirano et al., 2008; Uguru 

et al., 2005) y alguna proteína con actividad dual represor/activador (Pompeani et al., 2008).  
 

1.3.2.2.4. Familia de reguladores LysR 

La familia de reguladores transcripcionales tipo LysR (LTTR, del inglés “LysR-type 

transcriptional regulator family”) está presente de manera ubicua en bacterias, aunque 

también han sido identificados ortólogos funcionales en arqueas y eucariotas (Pérez-Rueda  

y Collado-Vides, 2001; Sun y Klein, 2004). La familia  de LTTR está tipificada por el 

regulador LysR de E. coli, que actúa como activador transcripcional del gen lysA, el cual 

codifica una diaminopimelato descarboxilasa, enzima que cataliza la descarboxilación de 

diaminopimelato liberando lisina. El gen lysR se transcribe cuando la proteína LysR se 

disocia de su propio promotor, y una vez transcrito, LysR se une a la región promotora del 

gen lysA, activando su transcripción (Stragier et al., 1983). 

La familia LTTR constituye la mayor familia de proteínas de unión a ADN en 

procariotas. A pesar de su gran tamaño y de la gran diversidad de  los genes que regulan, los 

miembros de esta familia presentan un dominio HTH de unión a ADN altamente conservado 

en el extremo N-terminal. De manera opuesta, el dominio de unión de moléculas cofactoras  

del extremo C-terminal presenta un bajo grado de conservación de secuencia (Maddocks y 

Oyston, 2008).  Aunque inicialmente los reguladores de la familia LysR fueron descritos 

como activadores transcripcionales, han sido caracterizados tanto represores como 

reguladores duales activadores/represores (Maddocks y Oyston, 2008).  Un ejemplo de 

regulador dual es el factor transcripcional ClaR de S. clavuligerus, el cual tiene un efecto 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=P%C3%A9rez-Rueda%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11523004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Collado-Vides%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11523004
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positivo sobre la síntesis de ácido clavulánico y un efecto negativo sobre la biosíntesis de 

cefamicina C (Pérez-Redondo et al., 1998).  

1.4. Objetivos 

Dada la importancia industrial y terapéutica del inmunosupresor tacrolimus, y debido a 

que al inicio de este trabajo no se disponía de la secuencia de la agrupación génica de 

biosíntesis de tacrolimus al completo junto con el escaso conocimiento existente acerca de los 

mecanismos que regulan la producción del inmunosupresor, se plantearon los siguientes 

objetivos: 

1. Secuenciación y análisis bioinformático de la agrupación génica de biosíntesis de 

tacrolimus en Streptomyces tacrolimicus.  

2. Secuenciación y análisis bioinformático de la agrupación génica de biosíntesis de 

tacrolimus en Streptomyces tsukubaensis. 

3. Construcción de mutantes de S. tacrolimicus con los genes reguladores 

delecionados y/o sobrexpresados. 

4. Análisis funcional de los mutantes obtenidos en los posibles genes reguladores 

de ruta de la biosíntesis de tacrolimus en S. tacrolimicus. 

5. Análisis transcripcional mediante qRT-PCR en las cepas mutadas en los genes 

reguladores de la producción de tacrolimus en S. tacrolimicus.  
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2. Materiales y Métodos 
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2.1. Microorganismos utilizados 

2.1.1. Cepas de Escherichia coli 
E. coli DH5α (Hanahan, 1983). Cepa utilizada habitualmente en experimentos de 

transformación y amplificación de ADN plasmídico, debido a la alta eficiencia de 

transformación de sus células competentes (hasta 5 x 108 transformantes/µg de ADN 

plasmídico) y su baja tasa de recombinación. Posee una deleción en el gen lacZ del operón 

lac, lo que permite seleccionar aquellos transformantes portadores de cualquier plásmido 

capaz de realizar la α-complementación de dicha mutación, como pBluescript® 

(Stratagene) o pUC19 (New England Biolabs), por ejemplo.  

Genotipo: F−, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, (rk−mk+), supE44, relA1, λ-, (ϕ80d 

lacZ∆M15), ∆(lacZYA-argF), U169. 

E. coli BW25113/pIJ790 (Datsenko y Wanner, 2000). Cepa utilizada en la tecnología 

REDIRECT©. El plásmido pIJ790 contiene la función λ RED (gam, bet, exo), la cual incrementa 

la tasa de recombinación utilizando ADN lineal; el gen de resistencia a cloranfenicol, que 

permite la selección de cepas transformadas con derivados del SuperCos 1 (contiene los 

genes de resistencia a apramicina y a kanamicina); y un origen de replicación sensible a la 

temperatura (requiere 30 ºC para la replicación). 

Genotipo: lacIq, rrnBT14, ∆lacZWJ16, hsdR514, ∆araBADAH33, ∆rhaBADLD78. 

E. coli ET12567/pUZ8002 (MacNeil et al., 1992). Cepa donadora en el proceso de 

conjugación con especies del género Streptomyces. Carece de un sistema de metilación 

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 restricción sensible a la metilación de 

algunas especies de Streptomyces. El plásmido no movilizable pUZ8002 (Sia et al., 1996; Paget 

et al., 1999) 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 (25 µg/ml) para mantener la mutación dam- y kanamicina (50 µg/ml)  para 

mantener el plásmido pUZ8002. 

Genotipo: dam-13:Tn9, dcm-6, hsdM, hsdR, recF143, zjj201:Tn10, galK2, galT22, ara14, lacY1, 

xy15, leuB6, thi1, tonA31, rpsL136, hisG4, tsx78, mtli glnV44, F-. 
E. coli XL1-Blue (Bullock et al., 1987). Cepa deficiente para la recombinación, necesaria 

para mantener la estabilidad de las construcciones que porta. La mutación hsdR evita la 

digestión del ADN clonado por el sistema de endonucleasas EcoK de E. coli. Cepa utilizada 

como hospedadora de las genotecas construidas en SuperCos 1. 
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Genotipo: recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lac [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 

(Tetr)]. 

2.1.2. Cepas pertenecientes al género Streptomyces 
Streptomyces tacrolimicus [antiguamente Streptomyces sp. ATCC 55098T (MA 6858)] 

(Martínez-Castro et al., 2010; Dumont et al., 1992). Cepa tipo de la especie S. tacrolimicus 

aislada por la compañía farmacéutica Merck & Co., Inc. (EEUU) descrita como productora 

del inmunosupresor tacrolimus. Procedente de la colección americana de cultivos tipo 

ATCC. 

Streptomyces tsukubaensis 9993 (NRRL 18488) (Kino et al., 1987). Cepa silvestre aislada 

por la compañía Fujisawa Pharmaceutical Co., LTD. (Japón). Fue la primera especie de 

Streptomyces definida como productora de tacrolimus. Además, también produce un 

compuesto de estructura y función similar conocido como ascomicina. Dicha especie ha sido 

obtenida de la colección americana de cultivos tipo ARS o NRRL. 

2.1.3. Otros microorganismos 
Saccharomyces cerevisiae TB23 (Arndt et al., 1999; Breuder et al., 1994). Cepa de 

S. cerevisiae sensible a tacrolimus (FK506) y ciclosporina (CsA) utilizada en la detección de 

tacrolimus mediante el método de bioensayo. Dicha cepa fue cedida por el Dr. J. Heitman del 

Departamento de Genética, Farmacología y Biología del Cáncer del Centro Médico 

Universitario Duke de Durham (EEUU). 

Genotipo: MATα pº, ilv5, ura3, feu2, hisG (CsAS FK506S). 

Candida utilis CECT 1061. Cepa empleada para la detección de la actividad antifúngica 

mediante bioensayo de los compuestos extraídos con acetato de etilo tras la fermentación.  

2.1.4. Crecimiento y conservación de los microorganismos 
 Crecimiento 

Crecimiento de E. coli. El crecimiento en medio sólido se llevó a cabo en medio LA a 

37°C. Los cultivos en medio líquido se realizaron en medio LB, a 37 ºC, en matraces lisos y 

con agitación orbital a 250 rpm. 

 Crecimiento de Streptomyces spp. El crecimiento rápido en medio sólido se realizó en 

TSA mientras que los cultivos para la recolección de esporas se realizaron en TBO a 28 ºC. El 

crecimiento de Streptomyces en medio líquido se llevó a cabo en YEME a 30 ºC o BASAm a 

28ºC y con agitación orbital a 220 rpm, empleándose en todos los casos matraces indentados, 

con el fin de mejorar la oxigenación del cultivo. La fermentación en medio sólido se realizó 

en medio FKAm.  

http://www.msd.es/
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Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae TB23. El crecimiento en medio sólido se llevó 

a cabo en medio YPD a 37°C. Los cultivos en medio líquido se realizaron en medio YPD, a 37 

ºC, en matraces lisos y con agitación orbital a 250 rpm. 

Crecimiento de C. utilis. El crecimiento se llevó a cabo a 30 ºC en medio líquido YED. 
 

 Conservación 
Conservación de E. coli. La preservación de las cepas se llevó a cabo mediante 

congelación en glicerol al 20% (v/v), a -20 ºC o a -80 ºC.  

Conservación de Streptomyces spp. La conservación a medio plazo se realizó en placas 

de medio sólido, protegidas con Parafilm. La conservación durante largos periodos de 

tiempo se hizo mediante congelación de las esporas en glicerol al 20 % (v/v) a -80 %.  

* Protocolo: 

 Sembrar esporas o micelio en placas de TBO e incubar a 28 ºC durante 10-15 días. 

 Verter sobre el cultivo 3 ml de glicerol (20 %) y raspar la superficie con un bastoncillo de 
algodón estéril, de manera que las esporas se desprendan. 

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

 Agitar la solución de esporas vigorosamente (vortex) y filtrar a través de una punta de 
micropipeta de 5 ml obturada con un poco de algodón hidrófilo estéril. 

 Centrifugar la solución a 4 ºC, durante 10 minutos a 3500 g y retirar el sobrenadante. 
Resuspender el precipitado de esporas en glicerol al 20 %. Conservar a -80 ºC. 

 

Conservación de S. cerevisiae. La conservación de esta cepa se realizó mediante siembra 

periódica en placas en medio sólido YPD, las cuales se mantuvieron a 4 ºC. 

Conservación de C. utilis. La preservación de esta cepa se realizó en forma de cultivo 

crecido almacenado a 4 ºC. 

2.2. Medios de cultivo 

Todos los medios de cultivo que se utilizaron en este trabajo se esterilizaron en 

autoclave a 121 ºC, durante 20 minutos. La esterilización de soluciones por filtración se llevó 

a cabo mediante filtros estériles de 0,22 µm de diámetro de poro (Millipore). Para la 

obtención de los medios sólidos, salvo que se indique lo contrario, se añadió un 2 % (p/v) de 

agar a la composición particular de cada medio. A continuación se detallan las cantidades 

necesarias para la preparación de un litro de medio. Todos los medios se prepararon en agua 

destilada. 
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2.2.1. Medios de cultivo para E. coli 
LB (Luria-Bertani) (Miller, 1972). Medio utilizado tanto sólido como líquido para el 

cultivo de E. coli. 

Triptona                                     10 g 
Extracto de levadura                     5 g 
NaCl          10 g 

 
Ajustar el pH a 7,3 con NaOH 1 N.  

SOB (Hanahan, 1983) y SOC. Medios líquidos utilizados para la obtención de células 

competentes de alta eficiencia de E. coli. Composición medio SOB: 

Triptona           20 g 
Extracto de levadura                       5 g 
NaCl                        0,5 g 

Tras disolver estos componentes, añadir 10 ml de KCl 250 mM. Ajustar el pH a 7,0 con KOH 5 M y añadir agua 

destilada hasta 1 litro. Después de esterilizar, añadir 5 ml de MgCl2 2 M esterilizado por filtración. Al añadir a 

dicho medio glucosa al 50 % (88 ml) se denomina medio SOC. 

2.2.2. Medios de cultivo para Streptomyces spp. 
 

TSB (Sambrook y Russell, 2001). Medio utilizado tanto sólido como líquido para el 

crecimiento rápido de cepas de Streptomyces.  

Peptona de caseína                         17 g 
NaCl              5 g 
Peptona de soja             3 g 
K2HPO4                         2,5 g 
Glucosa                                     2,5 g 

Ajustar el pH a 7,3. Para su utilización como medio sólido (TSA) añadir 20 g/l de agar. 

TBO (Higgens et al., 1974). Medio sólido utilizado para la esporulación de S. tacrolimicus. 

Pasta de tomate          20 g 
Copos de avena          20 g 
Agar                                       2,5 g 

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

MS (Hobbs et al., 1989). Medio sólido utilizado para la conjugación intergenérica de 

Streptomyces con células de E. coli. 

Manitol                                     20 g 
Harina de soja                       20 g 
Agar                         20 g 
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ISP4 (DifcoTM) (Shirling y Gottlieb, 1966). Medio sólido comercial utilizado para la 

esporulación de S. tsukubaensis. 

Almidón soluble           10 g 

Na2HPO4              1 g 

MgSO4              1 g 

NaCl              1 g 

(NH4)2SO4              2 g 

CaCO3              2 g 

Agar             20 g 

Elementos traza: 

FeS04·7H2O                                        1 mg 

MnCl2·4H2O                                         1 mg 

ZnSO4·7H2O                                         1 mg 

El medio viene preparado de manera que solo es necesaria la disolución de 37 g de mezcla sólida en 1 litro de 
agua destilada. El pH queda comprendido en un intervalo de 7,2 ±0,2. 
 

FKAm. Medio FKA (Dumont et al., 1992) modificado (Martínez-Castro, 2011) utilizado 

para las fermentaciones de S. tacrolimicus.  

Almidón (Difco)                                                        45 g     
Líquido de maceración del maíz (Sigma)             10 g                                      
Levadura seca (Sensient)                                         10 g                                       
MOPS                                                                         10 g 
CaCO3                                                                                                                  1 g 

 

YEME (Chater et al., 1992). Medio empleado para el crecimiento rutinario de 

Streptomyces en medio líquido. 

Extracto de levadura                        3 g 
Peptona                                              5 g 
Extracto de malta                              3 g 
Glucosa                                             10 g 
Glicina                                                5 g 
MgCl2                                                                        0,5 g  

 

2xTY (Sambrook y Russell, 2001). Medio utilizado para la conjugación de S. tacrolimicus 

con E. coli, para la germinación de las esporas de Streptomyces mediante choque térmico. 

Triptona                        1,6 g 
Extracto de levadura          10 g 
NaCl                    85 mM 

Ajustar el pH a 7,2 con NaOH 1 N. 
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BASAm. Medio BASA (Dumont et al., 1992) modificado (Martínez-Castro, 2011) 

utilizado para el crecimiento rápido de Streptomyces, y también para el preinóculo de alguno 

de los medios de producción de tacrolimus.        

Extracto de levadura           20 g 
Mezcla de peptonas*          20 g 
KNO3                   2 g 
NaCl                        0,5 g 
MgSO4·7H2O                       0,5 g 
Elementos traza: 
MnSO4·H2O                                  5 mg 
ZnSO4·7H2O                               10 mg 
CaC12·2H2O                               20 mg 

Ajustar el pH a 7,0 con NaOH 1 N. 

Tras autoclavar añadir al medio las siguientes soluciones esterilizadas por filtración: 40 ml de glucosa al 50 % p/v 
y 1 ml FeSO4·7H2O al 2,5 % p/v. 
*Composición de mezcla de peptonas: 25 %  extracto de caldo de carne, 25 % extracto de levadura, 25 % peptona 
de carne, 12,5 % peptona de caseína, 12,5 % NaCl. 

2.2.3. Otros medios de cultivo 

YPD (Lodder, 1970). Medio utilizado para el crecimiento de S. cerevisiae TB23, tanto 

líquido como sólido. 

Glucosa                             20 g 
Extracto de levadura             10 g 
Peptona bacteriana          20 g 

 

YED (Gil et al., 1985). Empleado para el crecimiento de C. utilis. Su formulación sólida se 

empleó en los bioensayos para detectar la actividad antifúngica de los compuestos extraídos 

con acetato de etilo a partir de cultivos de S. tacrolimicus. 

Extracto de levadura                       10g 
Glucosa                                              10g 

El pH se ajusta a 7,0 con NaOH. 
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2.2.4. Aditivos empleados en los medios de cultivo 
En ocasiones, fue necesario añadir antibióticos y otros compuestos a los medios de 

cultivos. Los aditivos fueron utilizados siguiendo las instrucciones de Sambrock y Russell 

(2001).  

Las soluciones concentradas (“stocks”) disueltas en agua se esterilizaron por filtración a 

través de filtros estériles de 0,22 µm de diámetro de poro (Millipore). Los antibióticos 

disueltos en solventes orgánicos no necesitan ser esterilizados. Todas estas disoluciones se 

conservaron a -20ºC. En la Tabla 2.1 se detalla la concentración utilizada según el 

microorganismo y el tipo de medio. 
 

Tabla 2.1. Concentración de las soluciones de aditivos utilizados para la selección de 
transformantes y concentración final de uso tanto en medio sólido como en líquido. 

Aditivo Concentración inicial 
Concentración final 

Streptomyces sp. E. coli 

Ácido nalidíxico (Nal) 25 mg/ml en NaOH 1N 25 µg/ml - 

Ampicilina (Amp) 200 mg/ml en agua destilada - 100 µg/ml 

Apramicina (Apr) 100 mg/ml en agua destilada 50 µg/ml 50 µg/ml 

Cloranfenicol (Cm) 50 mg/ml en etanol absoluto - 25 µg/ml 

Kanamicina (Kn) 100 mg/ml en agua destilada 50 µg/ml 50 µg/ml 

Tioestreptona (Tio) 50 mg/ml en DMSO 
(dimetilsulfóxido) 

25 µg/ml - 

IPTG (1-isopropil-β-D-
galactopiranósido) 

100 mM en agua destilada - 0,05 mM 

X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-β-D-galactopiranósido) 

20 mg/ml en dimetilformamida - 40 µg/ml 

 
2.3.  Vectores plasmídicos 

2.3.1.  Plásmidos de E. coli 
pUC19 (Yanisch-Perron et al., 1985). Es un plásmido multicopia derivado del plásmido 

pBR322 y con el origen de replicación colE1 de E. coli. Con un tamaño de 2.686 pb, este 

plásmido contiene dos marcadores de selección: un gen de resistencia a ampicilina (AmpR) 

llamado bla y una parte del gen lacZ que codifica el fragmento amino terminal (146 

aminoácidos) de la β-galactosidasa, lo que posibilita la complementación de la deleción 

lacZΔM15 presente en las cepas de E. coli que se transforman de manera habitual con este 

plásmido, como E. coli DH5α. De este modo, las células de E. coli que contengan el plásmido, 

en presencia de IPTG (ya que lacZ se expresa bajo control de un promotor inducible por 

IPTG) serán capaces de metabolizar el X-Gal (un análogo del sustrato natural de la β-
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galactosidasa, la lactosa), dando lugar a un compuesto azul que teñirá las colonias. El sitio de 

clonación múltiple (MCS) existente en el plásmido contienen 11 sitios únicos de restricción y 

está situado al inicio del gen lacZ, de tal modo que la clonación de un fragmento de ADN 

provoca la interrupción del gen lacZ imposibilitando la complementación y provocando que 

la colonia sea de color blanco. Este vector se empleó de manera sistemática para la clonación 

de fragmentos de ADN. 

 pBluescript®  KS (Agilent Technologies Genomics). Fagémido comercial (plásmido con 

origen de replicación del fago f1) derivado del plásmido pUC19. Incluye en su secuencia un 

gen de resistencia a ampicilina y permite la selección por color. Presenta un policonector con 

21 sitios únicos para enzimas de restricción.  En la orientación KS, el sitio de restricción KpnI 

es el más cercano al promotor de lacZ. Contiene 454 pb de la región intergénica del fago f1 

que incluye el origen de replicación. 
 

pGEM-T Easy (Promega): Vector comercial de 3 kb para la clonación de productos de 

PCR. Este vector se suministra digerido con EcoRV y con una timina en cada extremo 3’, de 

tal forma que los productos de PCR generados con determinadas ADN polimerasas, que 

añaden una desoxiadenosina en los extremos 3’ de los fragmentos amplificados, tienen una 

elevada compatibilidad para ligar con el vector. Presenta también el origen de replicación 

colE1 y un gen de resistencia a ampicilina. Contiene los promotores de la ARN polimerasa 

SP6 y T7 flanqueando el MCS dentro de la región codificante de la enzima βgalactosidasa, lo 

que permite la selección por color. 
 

SuperCos 1 (Agilent Technologies Genomics): Cósmido (7,9 kb) (Evans et al., 1989) que 

se caracteriza por contener: a) secuencias promotoras de los bacteriófagos T3 y T7 

flanqueando un sitio único de clonación (BamHI); b) sitios cos que permiten la inserción de 

fragmentos de ADN de un tamaño determinado (30-42 kb); c) sitios únicos de restricción 

NotI, SacII y SfiI flanqueando el sitio de clonación que permiten extraer el ADN inserto y d) 

genes que permiten la amplificación y expresión de los cósmidos recombinantes en células 

eucariotas. Presenta el origen de replicación en E. coli colE1 y genes de resistencia a 

ampicilina y a kanamicina. 

pIJ773. Vector de 4,3 kb derivado del pBluescript que contiene el casete aac(3)IV-oriT 

(gen de resistencia a apramicina y el origen de transferencia oriT) que sustituye al gen de 

interés cuando se lleva a cabo la deleción mediante REDIRECT© (Gust et al., 2002). 
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2.3.2.  Plásmidos de Streptomyces spp. 
pAMB1 (Botas, 2013). Vector (7,8 kb) replicativo conjugativo derivado de pIJ699 (Kieser 

y Melton, 1988) y de pIJ773. Este vector está constituido por un fragmento de 3,5 kb 

procedente de pIJ699 que contiene un terminador, genes de replicación (rep) y el origen de 

replicación en Streptomyces pIJ101. Contiene también el plásmido completo pIJ773 que 

incorpora el origen de transferencia oriT para su transferencia por conjugación, además de 

los genes de resistencia a apramicina y a ampicilina, así como el origen de replicación colE1 

para E. coli. 

2.4. Productos de biología molecular 

2.4.1. Enzimas 
Las enzimas de restricción 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 I de E. coli (Roche); ADN 

polimerasa del fago T4 (Fermentas); ligasa del fago T4 (Roche), fosfatasa (Antarctic 

Phosphatase-BioLabs); lisozima (Fluka Chemical & Biochemical Co); Taq ADN polimerasa 

(Takara), Go TaqTM ADN polimerasa (Promega); Phusion® ADN polimerasa de alta fidelidad 

(New England Biolabs), DNasa I (Lyophilized bovine pancreas DNase-Roche grade I). 

2.4.2. Marcadores de peso molecular 
Los marcadores de peso molecular para ADN utilizados (Figura 2.1) así como las casas 

comerciales en las que se adquirieron han sido: 

1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), marcador comercial que presenta bandas desde 1,5 kb a 

100 pb. Este marcador se diluye en TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0) a una 

concentración final de 50 ng/μl. Se utilizan 5 μl 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 λ 

digerido con HindIII). Se utilizan 10 μl por gel. 

ADN del fago λ digerido con HindIII, presenta bandas desde 23 kb a 125 pb. Se utilizan 10 

μl por gel. 

ADN del fago λ digerido con PstI, presenta bandas desde 11´5 kb a 247 pb. Se utilizan 10 μl 

por gel. 
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2.4.3. Oligonucleótidos 
Los oligonucleótidos sintéticos utilizados fueron adquiridos a Sigma-Aldrich® e IDT 

(Integrated DNA Technologies) o a Bonsai Technologies en el caso de cebadores necesarios 

para la tecnología REDIRECT©.  

Cuando se necesitó añadir secuencias de corte para enzimas de restricción, se siguieron 

las recomendaciones presentes en el catálogo comercial de New England Biolabs Inc. En el 

Anexo I se detalla la secuencia de todos los oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 

2.4.4. Conjunto de reactivos comerciales 
 Para el desarrollo de varios experimentos se utilizaron kits comerciales: 

GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare): Recuperación de bandas de 

ADN a partir de geles de agarosa y purificación de ADN de soluciones. 

QIAEX® II Gel Extraction Kit (Qiagen): Recuperación de bandas de gran tamaño (a partir 

de 5 kb) de ADN a partir de geles de agarosa. 

Ilustra™  plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare): Obtención de ADN plasmídico de 

E. coli. 

QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen): Obtención de ADN plasmídico de gran tamaño de 

E. coli. 

Big DyeTerminator V1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems): Sistema de 

secuenciación mediante PCR. 

DIG-High Prime DNA Labeling Kit (Roche Applied Science): Kit utilizado para el marcaje de 

las sondas utilizadas en experimentos de Southern blot. 

RNeasy® mini (Qiagen). Columnas utilizadas para la extracción de ARN de Streptomyces a 

partir de cultivos en medio sólido. 
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Figura 2.1. Esquema de los patrones de 
peso molecular de ADN en geles de 
agarosa. Se indica el tamaño de los 
fragmentos en pares de bases. A) ADN 
del fago λ digerido con PstI; B) ADN 
del fago λ digerido con HindIII; C) 1kb 
Plus DNA Ladder (Invitrogen). 
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2.5. Extracción de ADN 
 

2.5.1. Aislamiento de ADN plasmídico de E. coli 
2.5.1.1. Extracción a gran escala: Lisis alcalina 

Este procedimiento se utilizó para obtener ADN plasmídico a gran escala. El método fue 

inicialmente descrito por Birnboim y Doly (1979). 

* Protocolo: 

 Inocular una colonia aislada en 50 ml de medio TB suplementado con el antibiótico de 
selección adecuado. Cultivar durante 14-16 horas a 37ºC y 250 rpm. 

 Recoger las células por centrifugación en tubos Falcon durante 15 minutos a 3500 g y 4ºC y 
eliminar el sobrenadante. 

 Resuspender el precipitado en 7,5 ml de TEG. Añadir lisozima a una concentración de 10 
mg/ml. Incubar 5 minutos a Tª ambiente. 

 Añadir 15 ml de solución NaOH-SDS fresca. Incubar 10 minutos en hielo, mezclando por 
inversión suavemente cada 2 minutos. La mezcla debe ir adquiriendo un aspecto cada vez más 
mucoso. 

 Añadir 11,25 ml de solución de acetato potásico frío y agitar vigorosamente. Mantener 10 
minutos en hielo. 

 Centrifugar durante 15 minutos a 3500 g y 4 ºC. Filtrar el sobrenadante a través de un 
algodón hidrófilo y transferir a un tubo nuevo. 

 Añadir 0,6 volúmenes de isopropanol. Mezclar por inversión y dejar precipitar 15 minutos 
a temperatura ambiente. 

 Centrifugar 15 minutos a 3500 g. Descartar el sobrenadante. 

 Lavar el precipitado con 1 ml de etanol 70 % y transferir la muestra a un tubo de 2 ml. 
Centrifugar 10 minutos a 16000 g, descartar el sobrenadante y dejar evaporar el etanol. 

 Resuspender en 2 ml de agua mQ. Añadir 8 µl de RNasa (10 mg/ml) e incubar 30 minutos a 
37°C. 

 Extraer con fenol neutro, fenol-CIA y CIA. Precipitar el ADN con 2,5 volúmenes de etanol 
absoluto y 1/10 de acetato sódico (AcNa) 3 M durante un mínimo de 2 horas a -20 °C. 

 Centrifugar a 16000 g y 4 °C durante 30 minutos, y lavar con etanol al 70 %. Eliminar el 
etanol y dejar secar el precipitado. Resuspender en 500 µl de agua mQ. 

* Soluciones: 
 Solución TEG: Tris-HCl25 mM; EDTA 10 mM; pH 8,0; glucosa 50 mM.  
 Solución NaOH-SDS: NaOH 0,2 N; SDS (docedil sulfato sódico) 1 %. Esta solución se prepara justo 

antes de usar. 
 Solución acetato potásico: 60 % acetato potásico 5 M (autoclavado); 11,5 % ácido acético glacial y 28,5 % 

agua. Conservar a 4 °C. 
 RNasa: resuspender en agua a una concentración final de 10 mg/ml. Hervir 10 minutos para eliminar 

actividad DNasa. 
 Fenol neutro: Se mezclan por agitación fuerte 3 vol. de fenol ácido con 1 vol. de Tris-HCl 1 M pH 8 y 8-

hidroxiquinoleína (50 mg por cada 100 ml de fenol ácido). Se deja reposar hasta que se separan las dos fases, 
se elimina la fase acuosa y se guarda a 4 ºC.  

 CIA: Cloroformo: alcohol isoamílico (24:1, v:v). 
 Fenol-CIA: Fenol neutro:CIA (1:1, v:v). 
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2.5.1.2. Extracción a pequeña escala: Minipreparaciones (minipreps) 

El método empleado fue básicamente el descrito por Holmes y Quigley (1981) y fue 

utilizado para obtener ADN plasmídico de E. coli de forma rápida. Con este método se 

obtienen cantidades de ADN suficientes para el análisis de plásmidos recombinantes 

aislados de transformantes de E. coli. 

* Protocolo: 

 Tomar una colonia con un palillo estéril e inocular un microtubo de 1,5 ml con 1 ml de 
medio TB suplementado con el/los antibióticos necesario/s para el mantenimiento del plásmido. 
Incubar durante 12-16 horas. 

 Precipitar las células mediante centrifugación a 16000 g durante 5 minutos. Retirar el 
sobrenadante.  

 Añadir 350 µl de STET y 10 de lisozima (50 mg/ml) a cada tubo y agitar vigorosamente 
durante 30 segundos. 

 Hervir las muestras 45 segundos y centrifugar inmediatamente, 10 minutos a 16000 g. 

 Retirar el precipitado de restos celulares con un palillo estéril. 

 Añadir 600 µl de isopropanol y 45 µl de AcNa 3 M. Mezclar por inversión e incubar 5 
minutos a Tª ambiente.  

 Centrifugar a temperatura ambiente 15 minutos a 16000 g, eliminar el sobrenadante y lavar 
con etanol 70 %. 

 Eliminar el sobrenadante y dejar secar el precipitado. Resuspender en 30 µl de agua mQ. 

* Soluciones: 
 STET: sacarosa 8 %; Triton X-100 0,5 %; EDTA 50 mM; Tris-HCl 10 mM; pH 8,0. 

2.5.2. Aislamiento de ADN total de Streptomyces 
El método empleado para el aislamiento de ADN total de Streptomyces spp. fue el 

llamado “Método de bromuro de cetil-trimetil amonio o CTAB” (Tripathi y Rawal, 1998). El 

ADN genómico así obtenido se empleó como molde en reacciones de PCR y para su 

digestión mediante enzimas de restricción, así como para experimentos de hibridación de 

ácidos nucleicos. 

 * Protocolo: 

 Inocular 50 ml de medio YEME más sacarosa 34 % con esporas de Streptomyces. Incubar con 
agitación orbital intensa (250 rpm) durante 48 horas a 30 ºC. 

 Recoger el micelio por centrifugación en un tubo Falcon a 3500 g durante 10 minutos y 
retirar el sobrenadante. Si el micelio es difícil de precipitar se puede añadir un volumen de agua 
destilada antes de centrifugar. 

 Lavar el micelio precipitado con 25 ml de agua mQ. 

 Resuspender el micelio en 10 ml de tampón TE suplementado con lisozima a una 
concentración de 1 µg/ml. Incubar a 37 ºC durante 30 minutos. Transferir 1,7 ml de la muestra a 
un microtubo de 2 ml y añadir 50 µl de SDS 20 % y 50 µl de RNasa (10 mg/ml). Incubar 1 hora a 
37 ºC, volteando el tubo cada 10 minutos. 

http://link.springer.com/search?facet-author=%22G.+Tripathi%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22S.K.+Rawal%22
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 Separar el contenido del microtubo en dos partes iguales y añadir por microtubo 150 µl de 
NaCl 5 M y 120 µl de CTAB/NaCl. Incubar 10 minutos a 65 ºC. 

 Extraer con fenol neutro, dos veces con fenol-CIA y CIA hasta que la interfase quede 
limpia.  

 Precipitar el ADN con 0,6 volúmenes de isopropanol. Agitar suavemente hasta que el 
precipitado de ADN sea visible. 

 Recoger el “ovillo” de ADN con la punta de una pipeta Pasteur y lavar dos veces con etanol 
70 %. Después de cada lavado centrifugar 15 minutos a 16000 g y eliminar el sobrenadante. Dejar 
evaporar el etanol. 

 Resuspender en 500 µl de agua mQ. 

* Soluciones: 
 Solución CTAB/NaCl: NaCl 0,7 M; CTAB 5 %. 

2.6. Electroforesis de ADN en geles de agarosa 

La electroforesis en geles de agarosa se realizó básicamente según las descripciones 

realizadas por Sambrook y Russell (2001). Se utilizó agarosa (Pronadisa) disuelta por 

calentamiento en tampón TAE con concentraciones entre 0,5  y 2 % (p/v) dependiendo del 

rango de tamaños de los fragmentos de ADN a separar (Tabla 2.2). Se mezclaron las 

muestras de ADN con 0,1 volúmenes de tampón de carga 10X. Dicho tampón de carga 

incluía azul de bromofenol y xilencianol como colorantes, para ayudar en la carga de los 

pocillos y para servir de referencia de la movilidad de la muestra durante la electroforesis. 

La electroforesis se llevó a cabo en cubetas de metacrilato (Bio-Rad) y a un voltaje de 

entre 70 y 90 V. A continuación los geles se tiñeron mediante su inmersión en una solución 

de bromuro de etidio, y el resultado fue visualizado y fotografiado (sistema de video 

Graphic Printer UP-890 CE, Sony) durante su exposición a luz ultravioleta en un 

transiluminador (Spectroline TR-302, a una longitud de onda de 302 nm). 

El tamaño de los fragmentos de ADN separados por electroforesis se determinó por 

comparación con marcadores de peso molecular de ADN. 

* Soluciones: 
  TAE 50x: 242 g de Tris base; 57,1 ml de ácido acético glacial [5,7 % (v/v)]; 100 ml de EDTA 0,5 M pH 8,0 

y agua destilada hasta completar un litro. 
 Tampón de carga concentrado (10x): azul de bromofenol 0,25 % (p/v); xilen-cianol 0,25 % (p/v); glicerol 

40 % (v/v); EDTA 0,1 M; SDS 0,1 %; Tris-HCl 10 mM; pH 8,0. Se conserva a 4 ºC o a temperatura ambiente. 
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Tabla  2.2. Concentraciones de agarosa utilizadas en los geles para la resolución de fragmentos de ADN de 
diferentes tamaños. 

Concentración de 
agarosa (%) 

Tamaño de los fragmentos 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 

2.6.1. Extracción de ADN de geles de agarosa 
Para realizar la extracción de fragmentos de ADN de geles de agarosa separados 

mediante electroforesis se utilizaron tres métodos distintos dependiendo del tamaño del 

fragmento a extraer. El primero de ellos es una técnica tradicional basada en la congelación 

rápida de la banda de agarosa y su posterior centrifugación a través de algodón hidrófobo y 

fue usado para fragmentos de gran tamaño. También para fragmentos de gran tamaño se usó 

el sistema comercial QIAEX® II Gel Extraction Kit. El tercer procedimiento es el sistema 

comercial GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit y se utilizó para la extracción de 

fragmentos de un tamaño menor de 5 kb. 

2.6.1.1. Método de congelación rápido (Freeze-squeeze) 

Esta técnica conocida como freeze-squeeze (Tautz y Renz, 1983) es un método rápido y 

sencillo con un porcentaje de recuperación de ADN del 70 %. 

* Protocolo: 

 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 ºC 
durante 2 horas o a -80 ºC durante 30 minutos. 

 Colocar un microtubo, al que se ha practicado un orificio en el fondo y se ha obturado con 
una pequeña cantidad de algodón hidrófobo, sobre un microtubo intacto. Transferir la banda al 
microtubo agujereado y centrifugar a 16000 g durante 10 minutos. 

 Recoger la fase acuosa del tubo inferior, y limpiar la solución de ADN de impurezas 
mediante dos extracciónes: una con fenol/CIA (1:1) y otra con CIA (1:1). Recuperar la fase 
acuosa.  

 Precipitar el ADN con 0,1 volúmenes de acetato sódico 3M y 2,5 volúmenes de etanol 100% 
mantenido a -20 ºC. Resuspender el precipitado en un volumen de agua destilada de 10 µl. 
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2.6.1.2. Extracción mediante QIAEX® II Gel Extraction Kit 

La extracción mediante kits se basa en la solubilización de la agarosa y una adsorción 

selectiva del ADN en presencia de un agente caotrópico, que permite la unión de ADN de 

doble cadena a la matriz. De esta manera los contaminantes son eliminados mediante 

lavados y el ADN se eluye en un tampón de baja fuerza iónica, como agua mili-Q. 

Este kit está especificado para la extracción de ADN de tamaños comprendidos entre 

40 pb a 50 kb desde geles de agarosa o soluciones. Utiliza partículas de silica gel como matriz 

para la adsorción del ADN. 

El porcentaje de recuperación depende del tamaño del ADN a extraer y está 

comprendido entre 60 y 95 %, consiguiéndose la mayor tasa de recuperación para ADN cuyo 

tamaño es próximo a 500 pb. El protocolo seguido fue el indicado por el fabricante. 

2.6.1.3. Extracción mediante GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit 

Este kit utiliza una matriz (glass fiber matrix) colocada sobre una mini-columna para la 

extracción de fragmentos de ADN comprendidos entre 50 pb y 10 kb. El proceso de 

extracción es rápido y permite un porcentaje de recuperación del ADN en torno al 60 %-80 % 

en el caso de fragmentos cargados en geles de agarosa, y del 95 % de productos de PCR de 

solución. El protocolo seguido fue el indicado por el fabricante. 

2.6.2.  Evaluación de la concentración y análisis de pureza del ADN 
La cuantificación de la cantidad de ácidos nucleicos presentes en una solución se realizó 

con el equipo Nanodrop ND-1000  (Thermo Scientific).  El aparato estima la concentración de 

la muestra basándose en su absorbancia a una longitud de onda de 260 nm (A260), teniendo 

en cuenta que la absortividad específica (concentración 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 µg/ml, mientras que en el caso del ADN de cadena sencilla (ADNsc) tiene 

un valor de 33 µg/ml. 

Además, el cociente  A260/A280 indica la pureza de la muestra. Una muestra pura de 

ADN presenta una relación A260/A280 de 1,8; mientras que un de 2,0 se acepta como una 

muestra pura de ARN  (Sambrook & Russell, 2001). La presencia de proteínas contaminantes 

en las muestras reduce este coeficiente, ya que algunos de los residuos de aminoácidos que 

típicamente aparecen formando parte de las proteínas presentan picos de absorción a 280 

nm. 

Si se obtiene un valor algo menor en ambos casos es debido a la presencia de proteínas, 

fenol u otros contaminantes que tienen un máximo de absorbancia cercano a 280 nm. La 

relación A260/A230 ofrece otra medida de la pureza de la solución de ácidos nucleicos. Por lo 
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general, el valor 260/230 para una muestra pura de ADN es más alto que la relación 

260/280. Dicho valor se encuentra comprendido entre 1,8 y 2,2; si la relación A260/A230 es 

apreciablemente menor indica la presencia de sustancias contaminantes (ND-1000 

Spectrophotometer. V3.2 User’s Manual). 

2.7. Tratamiento enzimático del ADN 

2.7.1. Tratamiento con endonucleasas de restricción 
Las enzimas de restricción necesarias para este trabajo se utilizaron siguiendo las 

recomendaciones de los proveedores (New England BioLabs, MBI Fermentas y Takara). 

Cada enzima posee unas condiciones óptimas de reacción. De este modo, la temperatura de 

incubación, el pH, las condiciones salinas y los aditivos presentes en el tampón específico de 

cada enzima resultan factores determinantes para que pueda desarrollar su actividad 

endonucleasa de manera adecuada. 

La digestión se realizó con 2 unidades de enzima por cada µg de ADN en el tampón 

recomendado por el fabricante y se incubó a la temperatura adecuada para cada enzima, 

durante un tiempo variable, generalmente de entre dos y cuatro horas. 

2.7.2. Desfosforilación de los extremos 5´ libres del ADN 
Este tipo de tratamiento se aplica a los vectores de clonación que han sido linealizados, 

para prevenir su religación. Sólo es recomendable recurrir a la desfosforilación cuando se 

pretendan conseguir ligaciones que por algún motivo resulten problemáticas. 

La fosfatasa hidroliza los extremos 5’ fosfato del ADN, lo cual impide la formación de 

enlaces fosfodiéster entre los dos extremos de la misma molécula.  

* Protocolo: 
 Incubar 15 minutos a 37ºC en el caso de extremos 5´ protuberantes o extremos cohesivos o 60 minutos 

a 37°C para la desfosforilación de extremos romos. 

 Realizar dos rondas de desfosforilación entre las cuales la mezcla se incuba a 65 ºC durante 10 
minutos para inactivar la enzima. 

 La enzima se elimina mediante extracción con fenol y CIA o bien mediante el uso de los kit de 
extracción de ADN. 

 

2.7.3. Ligación de fragmentos de ADN 
La ADN ligasa del fago T4 es una enzima que cataliza la formación de enlaces 

fosfodiéster entre los extremos 3´-hidroxilo y 5´-fosfato del ADN de doble cadena, 

requiriendo Mg2+ y ATP como cofactores. Se empleó en todos los casos siguiendo las 

instrucciones del fabricante (Roche). 



 

 

75 Materiales y Métodos 

La relación estequiométrica entre vector e inserto varió entre 1:3 y 1:15. En general, las 

ligaciones de moléculas de ADN con los extremos romos resultan más improbables y 

complicadas, por lo que se procuró que en esos casos existiera un mayor número de 

moléculas de inserto en relación al vector que en los casos de extremos cohesivos, con el fin 

de facilitar su incorporación. 

La ligasa del fago T4 es enormemente flexible en cuanto a las temperaturas de 

incubación que admite su actividad. En general, para las ligaciones con extremos cohesivos 

se incubó la mezcla a 37 ºC durante 30 minutos, y a temperatura ambiente y cuatro horas 

para los romos. En algunos casos concretos las incubaciones se realizaron a temperaturas 

más bajas (entre 4 y 16 ºC) y tiempos más largos (toda la noche). 

Cuando se trató de una ligación con extremos romos se empleó polietilenglicol (PEG 

4000) al 5 % de concentración final, para favorecer la concentración “efectiva” de moléculas 

de ADN.  

2.8. Método de hibridación tipo Southern 

2.8.1. Transferencia de ácidos nucleicos 

 Transferencia de ADN a filtros de nailon (Southern) 

La transferencia a un soporte sólido de fragmentos de ADN obtenidos por digestión con 

endonucleasas de restricción y sometidos a migración electroforética en geles de agarosa se 

denomina Southern blotting o transferencia tipo Southern (Southern, 1975). Esta técnica se basa 

en la fragmentación in situ del ADN, separación de las cadenas del mismo y transferencia de 

éstas en forma monocatenaria a la membrana, para su posterior fijación a la misma mediante 

luz UV. La transferencia se realizó mediante un sistema de vacío (VacuGene XL, GE 

Healthcare). 

 * Protocolo: 

 Separar el ADN mediante electroforesis, teñir el gel y fotografiarlo con un marcador de 
peso molecular marcado con digoxigenina. 

 Cortar una membrana de nailon de 1 cm por cada lado mayor que el tamaño del gel. 
Depositarla en la unidad de transferencia de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
Humedecer la membrana con SSC 2X y conectar el vacío. 

 Colocar el gel sobre la membrana. Es importante que no queden burbujas, las cuales 
interferirían en la transferencia de ADN. 

 Cubrir toda la superficie del gel con solución despurinizante y dejar 20-30 minutos (en este 
tiempo la banda de menor tamaño del tampón de carga, azul de bromofenol, debe cambiar su 
color de azul a amarillo). Transcurrido este tiempo se retira la solución. 

 Cubrir la superficie del gel con Solución desnaturalizante durante 20-30 minutos (la banda 
perteneciente al tampón de carga recupera su color azul original). 
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 Retirar la solución y cubrir la superficie del gel con la solución neutralizante durante 30 
minutos. 

 Por último, retirar la solución neutralizante y cubrir la superficie del gel con SSC 20X 
durante 90 minutos. 

 Retirar todo el líquido y marcar con un bolígrafo la posición de los pocillos del gel sobre la 
membrana antes de retirarlo. 

 Colocar la membrana sobre papel de filtro y fijar el ADN a la misma mediante luz 
ultravioleta (UV-Stratalinker 2400, Stratagene). Dejar secar la membrana. 

 Las membranas se pueden conservar a 4 °C protegidas con papel Whatman 3MM y papel 
de aluminio durante varios meses. 

* Soluciones: 
 Solución despurinizante: HCl 0,25 M. 
 Solución desnaturalizante: NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 M. 
 Solución neutralizante: NaCl 1,5 M; Tris-HCl 0,05 M; EDTA 1 mM, pH 7,2. 
 SSC 20X: NaCl 3 M; citrato sódico 0,3 M; pH 7,0. 

2.8.2. Marcaje de sondas para Southern  

 Marcaje mediante DIG-High Prime DNA labeling random kit 

El sistema de marcaje no radiactivo comercializado por la compañía Roche emplea un 

hapteno esteroide (digoxigenina) para marcar fragmentos de ADN. La digoxigenina está 

unida al nucleótido trifosfato dUTP por un enlace éster. Las sondas marcadas con 

digoxigenina son generadas enzimáticamente por el método de cebado al azar (random 

primed) descrito por Feinberg y Vogelstein (1983). 

El método se basa en la incorporación al azar en el ADN de un análogo de nucleótidos 

(digoxigenina-11-dUTP), gracias a la extensión de hexanucleótidos iniciadores por el 

fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli. El protocolo está ajustado (proporción 

de DIG-11-dUTP frente a dTTP) para que cada 20-25 nucleótidos incorporados se introduzca 

una molécula de digoxigenina. Esta densidad de haptenos en el ADN proporciona una gran 

sensibilidad en la inmunodetección posterior por anticuerpos anti-digoxigenina conjugados 

con la enzima fosfatasa alcalina. 

* Protocolo: 

 Obtener 1µg de ADN en forma lineal del fragmento a marcar en un volumen máximo de 
15 µl. 

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

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

 Parar la reacción congelando directamente o añadiendo 2 µl de EDTA 0,25 mM (pH 8,0) y 
mantener a -20 ºC hasta su utilización. 
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* Cuantificación del marcaje 

Un paso importante antes de utilizar las sondas marcadas es comprobar la eficiencia de 

su marcaje. La cantidad de ADN marcado depende de la cantidad inicial y la pureza del 

ADN molde y el tiempo de incubación a 37 ºC. 

Para cuantificar el marcaje se realizan diluciones seriadas (1:5) de la solución de ADN 

marcado asumiendo que a partir de 1 µg de ADN se obtienen 780 ng de sonda marcada tras 

20 horas de incubación (según el proveedor) en un volumen final de 20 µl de producto. 
 

Dilución 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5 

Cantidad de ADN (pg/µl) 78 15,6 3,12 0,624 0,1248 
 

 Aplicar 1 µl de cada dilución sobre una membrana Hybond-NTM (GE Healthcare). 

 Fijar la sonda mediante luz ultravioleta (UV-Stratalinker 2400, Stratagene). 

 Seguir los mismos pasos de los que consta la detección de ADN del protocolo del Southern 
(2.9.4.) a partir del equilibrado de membrana con Tampón I durante 1 minuto en agitación. 

2.8.3. Hibridación ADN-ADN  
El proceso de hibridación 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 hibridación se pueden distinguir 

cuatro fases: prehibridación, hibridación, lavados y detección. 

La prehibridación tiene como finalidad bloquear los sitios activos de la membrana 

donde no se han unido ácidos nucleicos durante la transferencia y equilibrar ésta con el 

tampón de prehibridación. 

La hibridación en sentido estricto permite la unión de la sonda marcada con 

digoxigenina al ADN fijado en la membrana. La especificidad de esta unión depende tanto 

de las condiciones utilizadas durante la incubación (temperatura a la que se desarrolla la 

hibridación y la concentración de sales y detergentes en el tampón de hibridación) como de 

las utilizadas en los lavados posteriores. 

Los lavados permiten la eliminación selectiva de las uniones inespecíficas que hayan 

podido producirse entre la sonda y el ADN. La disminución de la unión inespecífica durante 

los lavados se consigue: a) disminuyendo la concentración de sales del tampón de lavado, 

b) aumentando la concentración de detergentes en el tampón de lavado y c) aumentando la 

temperatura y la duración del lavado. 

La detección permite visualizar la unión de la sonda con los fragmentos de ácidos 

nucleicos mediante reacción colorimétrica en las hibridaciones resueltas con NBT y BCIP, o 

bien mediante quimioluminiscencia en caso de hibridaciones realizadas utilizando CDP-Star. 
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* Protocolo: 

 Colocar la membrana en un tubo de hibridación y añadir 25 ml de Solución de 
prehibridación. Incubar a 70ºC durante 1-2 horas. 

 Hervir la sonda previamente marcada durante 10 minutos para desnaturalizar el ADN. 
Enfriar rápidamente en hielo. Añadir la sonda desnaturalizada a una nueva Solución de 
prehibridación. Esta solución de hibridación puede ser reutilizada varias veces. En caso de ser 
así, desnaturalizar de igual manera antes de cada uso. 

 Eliminar la solución de prehibridación y añadir la Solución de hibridación, dejando el 
conjunto a la temperatura de hibridación un mínimo de 8-10 horas. Tras el tiempo de 
hibridación, recuperar la solución de hibridación en un tubo para su reutilización y conservarla a 
-20°C.  

 Lavar dos veces la membrana con solución de lavado I durante 15 minutos a temperatura 
ambiente en agitación. 

 Lavar dos veces la membrana con Solución de lavado II durante 25 minutos a 68 °C en 
agitación. 

* Soluciones: 
 Solución de prehibridación: SSC 5X; agente bloqueante (Blocking Reagent de Roche) 1 %; N-lauril 

sarcosina 0,1 %; SDS 0,02 %. 
 Solución de hibridación: Solución de prehibridación más la sonda marcada. 
 Solución de lavado I: SSC 2X; SDS 0,1 %. 
 Solución de lavado II: SSC 0,5X; SDS 0,1%. 

2.8.4. Detección de ADN 
Las hibridaciones tipo Southern siempre se realizaron con sondas de ADN bicatenario 

marcadas con digoxigenina. La temperatura óptima de hibridación para cada sonda se 

dedujo de forma experimental, en el caso de las sondas 100 % homólogas la temperatura 

utilizada fue de 65-70°C, siendo reducida sólo en casos de sondas con baja homología. 

* Detección mediante quimioluminiscencia 

El proceso de detección se basa en la reacción inmunológica antígeno-anticuerpo 

(molécula de digoxigenina y anticuerpo anti-digoxigenina, respectivamente). El anticuerpo 

se encuentra conjugado con la fosfatasa alcalina, que en presencia de un sustrato 

quimioluminiscente apropiado (CDP-Star), induce la descomposición del mismo mediante 

desfosforilación, generando una emisión de luz (con una λ de 466 nm), detectada en una 

película de rayos X. Todos los lavados se realizan en agitación a temperatura del ambiente. 

* Protocolo:  

 Equilibrar la membrana con Tampón I durante 5 minutos en agitación. 

 Bloquear la membrana con Tampón II durante 30 minutos, en agitación. 

 Sustituir el tampón II por la Solución de anticuerpos y dejar al menos 30 minutos en 
agitación.  

 Eliminar la Solución de anticuerpos, lavar la membrana 2 veces con Tampón I durante 15 
minutos en agitación. 

 Eliminar el Tampón I y sustituirlo por Tampón III durante 5 minutos, en agitación. 
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 Tratar la membrana con la solución CDP-Star durante 5 minutos en oscuridad y con el lado 
de la membrana por el que fue transferido el ADN, hacia abajo. Guardar la solución de CDP-
StarTM (varios usos). 

 Secar y envolver la membrana en plástico de hibridación.  

 Exponer la membrana bajo una película de autorradiografía (Hyperfilm, GE Healthcare) en 
un estuche con pantallas intensificadoras de calcio-tungsteno-fósforo, durante un tiempo que 
varía entre 5 y 30 minutos. 

 Revelar la película sometiéndola al siguiente tratamiento: 1-5 minutos en líquido revelador 
de rayos X Kodak, 1 minuto en solución de paro, y 5 minutos en líquido fijador Kodak. Lavar con 
agua y dejar secar la película de autorradiografía. 

* Soluciones: 
 Tampón I: ácido maleico 100 mM; NaCl 150 mM; Tween 20 0,3 %; pH 7,5. 
 Tampón II: Tampón I más 1 % de agente bloqueante (Blocking Reagent de Roche). 
 Tampón III: Tris-HCl 100 mM, pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCl2·6H2O 50 mM.  
 Solución de anticuerpos: Diluir en una proporción 1:10.000 anticuerpos anti-digoxigenina conjugados 

con fosfatasa alcalina (Roche) en Tampón II. 
 Solución CDP-Star: Diluir en una proporción 1:100 CDP-Star en Tampón III.  
 Líquido revelador de rayos X: Diluir el preparado comercial de Kodak en proporción 1:31 en agua mQ. 
 Solución de paro: 3 % (v/v) ácido acético. 
 Líquido fijador: Diluir el preparado comercial de Kodak en proporción 1:4 en agua mQ. 

* Detección colorimétrica 

La detección colorimétrica permite visualizar la unión de la sonda con los fragmentos de 

ácidos nucleicos mediante reacción colorimétrica en las hibridaciones resueltas con NBT y 

BCIP. 
* Protocolo: 

 Equilibrar la membrana con Tampón I durante 5 minutos en agitación. 

 Bloquear la membrana con Tampón II durante 30 minutos, en agitación. 

 Sustituir el tampón II por la Solución de anticuerpos y dejar al menos 30 minutos en 
agitación.  

 Eliminar la Solución de anticuerpos, lavar la membrana 2 veces con Tampón I durante 15 
minutos en agitación. 

 Eliminar el Tampón I y sustituirlo por Tampón III durante 2 minutos, en agitación. 

 Mezclar 45 µl de Solución NBT y 35 µl de Solución X-fosfato por cada 10 ml de Tampón III y 
añadir esta solución de color. Mantenerla en oscuridad hasta que aparezcan señales de 
hibridación (precipitado morado en el filtro). 

 Retirar la solución de color y detener la reacción añadiendo agua destilada. 

* Soluciones: 
 Tampón I: ácido maleico 100 mM; NaCl 150 mM; Tween 20 0,3 %; pH 7,5. 
 Tampón II: Tampón I más 1 % de agente bloqueante (Blocking Reagent de Roche). 
 Tampón III: Tris-HCl mM, pH 9,5;  NaCl 100mM; MgCl2·6H2O 500 mM.  
 Solución de anticuerpos: diluir en una proporción 1:10.000 anticuerpos anti-digoxigenina conjugados 

con fosfatasa alcalina (Roche) en Tampón II. 
 Solución NBT (Azul de nitrotetrazolio): NBT 75 mg/ml en dimetilformamida 70 %. 
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 Solución X-fosfato (BCIP): (X-fosfato = 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) 50 mg/ml en 
dimetilformamida. 

2.9. Reacción en cadena de la ADN Polimerasa (PCR) 

Esta técnica descrita inicialmente por Mullis y Faloona (1987) permite la amplificación 

de ácidos nucleicos. Partiendo de una molécula de ADN diana se pueden obtener entre 105 y 

109 veces una secuencia específica contenida en ella mediante la utilización de 

oligonucleótidos (o cebadores) diseñados al efecto y una ADN polimerasa termoestable. 

En el mercado existen diversas ADN polimerasas que se pueden usar para PCR y cada 

una de ellas con unas características y condiciones específicas para llevar a cabo la reacción. 

Para la realización de este trabajo, han sido utilizadas dos enzimas de diferentes casas 

comerciales y un kit comercial: a) GoTaq (Promega), cuando la introducción de un pequeño 

número de errores no resultaba crucial para el experimento (p. ej.: sondas). Esta enzima deja 

una desoxiadenosina en cada extremo 3’, lo que permite clonar directamente los fragmentos 

amplificados por PCR en vectores del tipo pGEM-T Easy (Promega); b) Phusion® High-

Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs), se utilizó cuando la fidelidad en la copia era 

imprescindible (p. ej.: clonación de fragmentos); c) kit PCR Exterder System (5Prime), se 

utilizó cuando el fragmento a amplificar presentaba un tamaño mayor de 3 kb y era 

imprescindible la fidelidad de copia. 

2.9.1. Reacción de PCR 
En la Tabla 2.3 se especifican, de acuerdo al catálogo PCR applications manual (Roche), los 

valores normales de los distintos componentes para la realización de un típica reacción de 

amplificación por PCR. Estos valores son orientativos y han de ser ajustados en función de la 

ADN polimerasa, el tipo de región a amplificar, etc.  

Tabla 2.3: Componentes necesarios para realizar una reacción de PCR y concentraciones finales para 
50 μl de reacción, de acuerdo al catálogo PCR applications manual (Roche). 

ADN molde 10-50 ng ADN total/0,1-1 ng ADN plasmídico 
Cebadores (18-20 pb) 0,1-1,0 Μm 
ADN polimerasa 0,5-2,5 unidades  
MgCl2 1-5 mM (normalmente 1,5 mM) 
dNTP 50-500 μM (normalmente 200 μM) 
Tampón 10X 1X 
DMSO (ver nota) 7 % 
Agua destilada Hasta 50 μl 

Nota: En la amplificación de fragmentos de ADN pertenecientes a Streptomyces (genoma con alto contenido en 
G+C) es necesario añadir DMSO en la mezcla de PCR. El DMSO facilita la separación de la doble cadena de ADN 
por lo que incrementa la eficiencia de la reacción de PCR. 
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Los tiempos y temperaturas empleados para llevar a cabo una reacción de PCR 

dependen de diversos factores, como el contenido en G+C del ADN, la secuencia de los 

oligonucleótidos empleados como cebadores (que determina la temperatura de hibridación 

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 2.4. 

Al finalizar cualquier reacción de PCR, es recomendable analizar el resultado de la 

misma en un gel de agarosa, comprobando la cantidad de amplificación, la ausencia de 

bandas inespecíficas, etc. 

Tabla 2.4: Tiempos y temperaturas de reacción típicos para una reacción de PCR. 
 

Desnaturalización 
inicial  5 min. a 94-98 ºC 1 ciclo 

Amplificación 

Desnaturalización 30 s. a 94-98 ºC 
30-40 
ciclos 

Anillamiento 30-45 s Tª según cebadores 

Extensión X s a 72 ºC (depende de la 
polimerasa) 

Extensión final  10 min. a 72 ºC 1 ciclo 

 
2.10. Secuenciación del ADN 

La secuenciación por el método de Sanger  et al. (1977) requiere como molde ADN de 

cadena sencilla para que la ADN polimerasa actúe. Este molde puede conseguirse a partir de 

vectores del tipo fagémido o por desnaturalización de ADN bicatenario en una reacción de 

PCR. 

El proceso de secuenciación se realizó por el método de los didesoxinucleótidos descrito 

por Sanger (1977). Para ello se empleó el sistema de secuenciación automática no radiactiva 

ABI PRISM® BigDye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) utlizando un 

secuenciador ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

La síntesis de ADN complementario a un ADN de cadena sencilla a partir de un cebador 

la realiza la ADN polimerasa del fago T7. La síntesis se puede detener de forma aleatoria por 

la introducción de pequeñas cantidades de didesoxinucleótidos (ddNTP), análogos a los 

desoxinucleótidos (dNTP) y que carecen del grupo 3’ hidroxilo necesario para la formación 

del siguiente enlace fosfodiéster. Estos ddNTPs están conjugados con un fluoróforo 

específico para cada uno de los mismos. 

En la fase de elongación, la ADN polimerasa incorpora los ddNTPs al azar en distintos 

puntos, dando lugar a una población de moléculas fluorescentes de distintos tamaños. Las 

reacciones son sometidas a electroforesis capilar y los fragmentos de ADN en su migración a 
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lo largo del mismo atraviesan un haz fijo de luz láser, lo que genera señales fluorescentes que 

son detectadas y almacenadas por el sistema. 

Cada reacción de secuencia se realiza en un volumen de 20 μl, manteniendo las 

proporciones que a continuación se reflejan: 

Premix sequencing buffer (P) 2 µl 
5X Sequencing buffer (B) 2 µl 
Cebador (20 μM) 1 µl 
ADN molde 200-500 ng 
DMSO 0,7-1,4 µl 
Agua destilada Hasta 20 µl 

 

Nota: El Premix sequencing buffer (P) contiene los ddNTPs, dNTPs y la ADN polimerasa. El 5X Sequencing buffer (B) 
es el tampón de la reacción. La cantidad de ADN molde indicada es para el caso de ADN plasmídico, siendo entre 
5 y 80 ng para productos de PCR, entre 25-50 ng para ADN de cadena sencilla y de 0,5 a 1 µg para cósmidos. 

* Protocolo: 

 Realizar una reacción de PCR para cada muestra con los siguientes valores: 1 ciclo de 94 ºC, 
3 minutos; 25 ciclos de 96 ºC 10 segundos, 50 ºC 5 segundos, 60 ºC 4 minutos. 

 Pasar la reacción a un microtubo de 1,5 ml. Añadir 5 μl de EDTA (125 mM, pH 8,0) y 60 μl 
de etanol absoluto. Mezclar e incubar 15 minutos a temperatura ambiente. 

 Centrifugar a 4°C durante 20 minutos a 16000 g. Retirar el sobrenadante. 

 Lavar el precipitado (casi invisible) con 60-70 μl de etanol al 70 %. 

 Centrifugar 15 minutos a 16000 g y temperatura ambiente. Retirar el etanol y dejar evaporar 
los posibles restos. 

 Conservar a -20°C hasta el momento de su análisis. 

 Descongelar la muestra a temperatura ambiente durante unos minutos. 

 Añadir 30 μl de Hi-Di Formamida (Applied Biosystems) y mezclar con vortex durante 
1 minuto. 

 Desnaturalizar la reacción calentando a 95 °C durante 3-5 minutos. 

 Mezclar nuevamente con vortex y centrifugar para recoger la reacción en el fondo del tubo. 

 
2.11. Introducción de ADN en microorganismos 

2.11.1. Transformación de E. coli mediante choque térmico 
A lo largo de este trabajo, la transformación mediante choque térmico fue el método 

empleado para la introducción en E. coli de las diferentes construcciones plasmídicas. Para 

ello, primero fue necesario obtener células competentes de la cepa que se pretendía usar en 

cada caso como receptora del plásmido.  

 Se siguieron dos métodos de inducción del estado de competencia: el método SEM 

(simple and efficient method) descrito por Inoue et al. (1990) y el método de cloruro de rubidio 

(Hanahan, 1985). Con éste se consigue alta eficiencia de transformación (hasta 5x108 
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transformantes/µg de ADN), aunque el descrito por Inoue es más reproducible en cuanto a 

la alta eficiencia conseguida. Ambos métodos se utilizaron de manera rutinaria para inducir 

el estado de competencia de diferentes cepas de E. coli, especialmente de DH5α que se utilizó 

como célula hospedadora de mezclas de ligación (nuevas construcciones de plásmidos), y E. 

coli ET12567/pUZ8002, que se utilizó para la transformación con cósmidos. 

2.11.1.1. Inducción del estado de competencia 
A) Método SEM 

En este protocolo son importantes: la temperatura de crecimiento del cultivo (18 ºC), 

trabajar durante todo el proceso de lavados e inducción de la competencia a 4 ºC, mantener 

la relación de 1/10 entre el medio y la capacidad del matraz para que exista una buena 

aireación y agitar las células de forma suave, no utilizando el vortex. 

* Protocolo: 

 Crecer E. coli en medio LB sólido (LA) para obtener un cultivo fresco. 

 Inocular  un preinóculo en medio SOC (50 ml) con 20-30 colonias de E. coli y cultivar 
durante la noche a 37 °. 

 Inocular 200 ml de medio SOC con un 1 % de preinóculo. Crecer en agitación (250 rpm) a 18 
°C. 

 Cuando el cultivo alcance una DO600 de 0.6, colocar el matraz en hielo 10 minutos. A partir 
de este paso trabajar en frío. 

 Centrifugar a 1500 g  en tubos tipo GSA durante 10 minutos. 

 Retirar los restos de medio y resuspender en 64 ml de tampón TB frío (4 ºC). No usar 
agitador. Dejar en hielo 10 minutos. 

 Centrifugar a 1500 g durante 10 minutos. 

 Retirar los restos de medio y resuspender en 16 ml de tampón TB frío agitando 
manualmente. Añadir 1,12 ml de DMSO (concentración final 7 %). Agitar suavemente y dejar en 
hielo 10 minutos. 

 Repartir en alícuotas de 100 μl de células en microtubos de 1,5 ml. Inmediatamente congelar 
en nitrógeno líquido. Conservar a -80 °C. 

 Con 10-20 pg de un plásmido previamente cuantificado, se comprueba la eficiencia de 
transformación expresándola en transformantes/µg de ADN. 

* Soluciones: 
 Tampón TB (Para 1 litro): PIPES 10 mM; CaCl2 15 mM; KCl 250 mM. Ir añadiendo KOH 1 M para que se 

disuelvan los componentes y a la par ajustar el pH a 6,7. Después añadir 10,9 g de MnCl2·4H2O. Esterilizar 
por filtración y conservar a 4 °C. 
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B) Método del Cloruro de Rubidio 

La utilización de este método permite la obtención de células competentes de E. coli con 

una eficiencia de transformación de hasta5x108 transformantes por µg de ADN. 

* Protocolo: 
 Crecer E. coli en medio LB sólido para obtener un cultivo fresco. 

 Inocular 5 ml de medio SOB suplementado con la solución madre de magnesio (2 ml por 
cada 100 ml de SOB) con una colonia de E. coli. Incubar toda la noche (12-14 horas) a 37 ºC y 250 
rpm. 

 Inocular 100 ml de SOB suplementado con magnesio con 200-400 µl del preinóculo. Incubar 
a 37ºC y 250 rpm hasta alcanzar una DO600 de 0,48. 

 Enfriar el matraz en hielo, a partir de este paso trabajar en frío. Recoger las células por 
centrifugación en tubos de centrífuga tipo GSA a 4000 g y 4ºC durante 5 minutos y retirar el 
sobrenadante. 

 Resuspender suavemente el precipitado celular en 30 ml de solución RF1 fría (4 ºC). 
Mantener en hielo durante 30 minutos. 

 Centrifugar 5 minutos a 4000 g y 4ºC y retirar el sobrenadante. 

 Resuspender el precipitado en 8 ml de la solución RF2 fría (4 ºC). 

 Repartir en alícuotas de 120 µl en microtubos de 1,5 ml y congelar en nitrógeno líquido. 
Conservar a -80 ºC. 

 Con 10-20 pg de un plásmido previamente cuantificado, comprobar la eficiencia de 
transformación expresándola en transformantes/µg de ADN. 

* Soluciones: 
 RF1: RbCl 100 mM; MnCl2·4H2O 50 mM; acetato potásico 30 mM; CaCl2·2H2O 10 mM; glicerol 15 %. 

Ajustar el pH a 5,8 con ácido acético 0,2 M. 

 RF2: MOPS 10 mM; RbCl 10 mM, CaCl2·2H2O 75 mM; glicerol 15 %. Ajustar el pH a 6,8 con NaOH 1 N. 

 Solución madre de magnesio: MgCl2·6H2O 1 M; MgSO4·7H2O 1 M. 

Esterilizar las anteriores soluciones por filtración. 

2.11.1.2. Procedimiento de transformación por choque térmico 

El método de transformación empleado fue descrito por Hanahan (1983) y es 

prácticamente universal para las diversas cepas de E. coli, pudiendo ser usado para 

transformar células competentes preparadas por cualquier método. 

* Protocolo: 
 Descongelar las células competentes manteniendo el tubo en hielo. 

 A 100 µl de células descongeladas se les añade el ADN hasta un volumen máximo de 10µl y 
se mantiene la mezcla en hielo durante 20 minutos.  

 Choque térmico a 42°C durante 45 segundos. Enfriar inmediatamente en hielo durante 2 
minutos. 

 Añadir 600 µl de LB e incubar las células durante 1 hora en agitación (250 rpm) a 37°C. Este 
tiempo de incubación permite que la célula exprese los genes de resistencia a antibióticos 
incluidos en el plásmido con el que se acaba de transformar. 
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 Finalmente, sembrar las células en placas con medio suplementado con los antibióticos 
adecuados para la selección de transformantes. 

2.11.2. Transformación de E. coli mediante electroporación 
El método de transformación mediante el método físico de electroporación  consiste en 

inducir la competencia mediante la aplicación de un pulso eléctrico muy breve e intenso.  

Este método fue utilizado para transformar la cepa E. coli BW25113/pIJ790 que contiene 

el cósmido correspondiente con el casete de resistencia a apramicina (Ver apartado 2.12.4.) 

(Gust et al., 2002). 

2.11.3. Transferencia de ADN de E. coli a Streptomyces spp. mediante 
conjugación 

La conjugación se define como la transferencia de información genética desde una célula 

donadora a otra receptora, por un mecanismo que incluye un contacto directo célula a célula, 

un plásmido conjugativo en la célula donadora y la intervención de estructuras superficiales 

especializadas y de funciones específicas. Este proceso se puede dar entre células de un 

mismo género o entre células de géneros diferentes (conjugación intergenérica). 

La introducción de material genético en las diferentes cepas de Streptomyces se llevó a 

cabo en todos los casos mediante conjugación intergenérica, empleándose como cepa 

donadora E. coli  ET12567/pUZ8002. Esta cepa es deficiente en los sistemas de metilación 

dam, dcm y hsd, y porta el plásmido pUZ8002, no movilizable pero contiene los genes tra 

necesarios para la movilización de vectores que contengan en su secuencia el origen de 

replicación oriT. 

El protocolo descrito para la transferencia genética es una modificación (Flett et al., 1997) 

del método descrito por Mazodier et al. (1989), empleándose como células receptoras esporas 

de Streptomyces.  

* Protocolo: 
 Preparar células competentes de E. coli ET12567/pUZ8002 en presencia de kanamicina 

(25 µg/ml) y cloranfenicol (25 µg/ml) para mantener el plásmido pUZ8002 y la mutación dam, 
respectivamente.  

 Transformar el plásmido o cósmido a conjugar en las células competentes de E. coli 
ET12567/pUZ8002. Distribuir en placas de LB suplementado con el antibiótico adecuado e 
incubar a 37 ºC. 

 Inocular una colonia en 5 ml de LB con cloranfenicol (25 µg/ml), kanamicina (25 µg/ml) y 
el antibiótico correspondiente a la construcción a conjugar. Incubar durante toda la noche, con 
agitación orbital a 250 rpm y a una temperatura de 37 ºC. 

 Diluir 1 ml del cultivo en 25 ml de LB con antibióticos. Incubar en agitación orbital (250 
rpm), a 37 ºC, durante 3-5 h hasta alcanzar una DO600 de 0,4-0,6. 
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 Lavar dos veces las células con 25 ml de LB para eliminar los antibióticos que pueden 
inhibir el crecimiento de Streptomyces. 

 Mientras se lavan las células, resuspender una concentración de esporas determinada 
(depende de la especie de Streptomyces) en 500 µl de medio 2xTY. Aplicar un choque térmico de 
50 ºC durante 10 min. Alternativamente, se puede usar micelio; para lo cual se recoge con un 
bastoncillo el micelio (1/8 de la superficie de una placa de 9 cm de diámetro) crecido en TSA 
durante 24 horas a 28 ºC. El micelio se resuspende en 500 µl de glicerol 20 %. En este caso no es 
necesario aplicar choque térmico. 

 Mezclar 0,5 ml de células de E. coli con 0,5 ml de suspensión de esporas o de micelio de 
Streptomyces y agitar vigorosamente. Centrifugar y resuspender el precipitado en unos 50 µl del 
sobrenadante. 

 Sembrar en placas con 30 ml de medio MS al que se ha añadido 10-20 mM de MgCl2 (sin 
antibióticos) e incubar a 28 ºC, durante 18-24 h. 

 Añadir una cobertera de 1,5 ml de agua con 0,5 mg de ácido nalidíxico (impide el 
crecimiento de microorganismos Gram-negativos como E. coli) y el antibiótico de selección 
adecuado, en la mayoría de los casos 1,25 mg de apramicina. Extender la cobertera por toda la 
superficie de la placa. Incubar a 28 ºC, durante 5-6 días hasta que aparezcan las colonias. 

 

2.12. Obtención de mutantes mediante REDIRECT® 

La tecnología REDIRECT© permite la obtención de mutantes de Streptomyces mediante el 

reemplazamiento del gen de interés por un casete de resistencia. Esta técnica consta de tres 

partes, además de una cuarta 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 cósmido. Dicha construcción es transformada en la cepa E. coli 

BW25113 que contiene el plásmido pIJ790 con genes del sistema de recombinación del 

bacteriófago λ (genes red). Estas proteínas aumentan considerablemente la eficiencia de 

recombinación homóloga en E. coli y permiten que se produzca el reemplazamiento del gen 

de interés contenido en el cósmido por un producto de PCR. Dicho producto de PCR 

contiene secuencias homólogas (36-50 pb) a las secuencias que flanquean el gen que se va a 

reemplazar, así como un gen de resistencia a antibióticos y el origen de transferencia oriT. 

Una vez obtenido el cósmido recombinante, dicha construcción se transforma en la cepa  

E. coli ET12567 deficiente en metilación, de manera que posteriormente la construcción no se 

vea afectada por el potente sistema de restricción específico de metilación que tienen muchas 

de las especies del género Streptomyces. Además, esta cepa  posee el plásmido pUZ8002, 

capaz de movilizar en trans otros vectores que contengan el origen de transferencia oriT. 

Por último, se lleva a cabo la transferencia del cósmido recombinante desde E. coli hasta 

Streptomyces mediante el proceso de conjugación. Una vez que la célula de Streptomyces ha 

incorporado el cósmido se debe producir una doble recombinación para conseguir la 
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sustitución en el genoma de Streptomyces del gen de interés por el casete de resistencia 

(Figura 2.2). 

 
Figura 2.2. Diagrama de pasos seguidos para el remplazamiento en Streptomyces del gen de interés por un 
casete de resistencia a apramicina mediante la tecnología REDIRECT.   

 

Además, está 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, las cuales actúan 

catalizando la recombinación entre dichos puntos y por tanto eliminando el casete de 

resistencia. Existen dos tipos de sistemas de recombinasas: la recombinasa FLP, la cual 

reconoce los sitios frt presentes en el plásmido pIJ773 y la recombinasa Cre, que reconoce los 

sitios loxP presentes en el plásmido pIJ774.  

El protocolo seguido es prácticamente el descrito en el manual del REDIRECT© (Gust et 

al., 2002). Esta técnica ha sido desarrollada en el centro John Innes (Reino Unido) para 

S. coelicolor, por lo que precisa de las pertinentes modificaciones y optimizaciones para su 

aplicación con éxito a otras especies de Streptomyces. 

 

2. Diseño de cebadores
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2.12.1. Purificación del molde para la obtención del producto de PCR 
El gen que deseamos inactivar debe ser sustituido por un casete de resistencia a un 

antibiótico. A la hora de diseñar el experimento es necesario elegir un marcador de 

resistencia adecuado para poder diferenciar en  cada paso aquellas células que porten la 

construcción deseada. El centro John Innes ha desarrollado diferentes plásmidos 

(http://Streptomyces.org.uk/redirect/index.html) que contienen distintos casetes de 

resistencia. En este trabajo se ha utilizado el plásmido pIJ773, que contiene el gen de 

resistencia a apramicina (aac(3)IV) como marcador de selección dentro del casete.  

Se ha observado que el uso de plásmidos circulares como molde para la obtención del 

producto de PCR (casete de resistencia) resulta en un gran número de falsos positivos por lo 

que es importante extraer del plásmido la secuencia molde por digestión con enzimas de 

restricción. 

* Protocolo: 

 Digerir aproximadamente 10 µg del plásmido molde con las enzimas de restricción EcoRI y 
HindIII) en un volumen final de 100 µl e incubar a 37 ºC durante al menos 1 hora. 

 Analizar el producto de digestión en un gel de agarosa al 0,8 % y cortar el fragmento de gel 
que contiene el ADN correspondiente al casete de resistencia (1382 pb). Purificar mediante el uso 
de GFX PCR DNA kit and Gel Band Purification, resuspender en agua destilada y determinar su 
concentración. 

 La ausencia de contaminación con el plásmido completo se comprueba utilizando 1 µl de la 
suspensión purificada para la transformación de células competentes de E. coli. Si no se obtiene 
ningún transformante se puede proseguir con el protocolo. 

2.12.2. Diseño de los cebadores para la obtención del producto de PCR 
La deleción de un determinado gen requiere el diseño de una pareja de cebadores 

específicos. Cada uno de ellos posee en el extremo 5’ 39 nucleótidos que coinciden 

exactamente con la región situada corriente abajo o arriba del gen que se desea inactivar. 

Estos 39 nucleótidos incluyen el codón de inicio o de paro (dependiendo del cebador) del gen 

a inactivar. Mientras que el extremo 3’ de cada cebador presenta una secuencia de 20 ó 19 

nucleótidos (dependiendo si es el cebador directo o el reverso, respectivamente) propios de 

los casetes de inactivación (Figura 2.2).  

En nuestro caso se diseñaron 4 parejas de cebadores, ya que se pretendía inactivar cuatro 

genes, denominados fkbN, orfX, orfW y orfD. La secuencia de dichos oligonucleótidos se 

muestra en el Anexo I. 
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2.12.3. Amplificación del casete de resistencia 
Una vez diseñados los cebadores y purificado el fragmento HindIII-EcoRI se llevó a cabo 

una PCR teniendo en cuenta las condiciones especificadas en el protocolo desarrollado  por 

Gust et al. (2002).  

Es recomendable realizar la PCR con una ADN polimerasa de alta fidelidad para evitar 

la generación de errores en la amplificación del casete de resistencia, los cuales pueden 

interferir en posteriores pasos del protocolo. En este trabajo se ha usado la polimerasa 

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

Mezcla de PCR 

Buffer HF 5X 10 µl 
dNTPs (2 mM) 5 µl 
Cebadores (10 µM) 2,5 µl/cebador 
ADN molde 50 ng 
DMSO 2,5 µL 
Phusion 0,5 µl 

 Agua destilada Hasta 50 µl 
Programa de PCR 

Desnaturalización 
inicial  120 s  a 94 ºC 1 ciclo 

Amplificación 
Desnaturalización 45 s  a 94 ºC 

10 ciclos Anillamiento 45 s a 50 ªC 
Extensión 90 s a 72 ºC  

Amplificación 
Desnaturalización 45 s  a 94 ºC 

15 ciclos Anillamiento 45 s a 55 ªC 
Extensión 90 s a 72 ºC  

Extensión final  5 min a 72 ºC 1 ciclo 
 

Se analizaron 5 µl de la mezcla de PCR mediante electroforesis en un gel de agarosa al 

0,8 % y tras comprobar que la amplificación era correcta se limpiaron los 45 µl restantes con 

GFX PCR DNA kit and Gel Band Purification y se determinó su concentración. 

2.12.4. Transformación de E. coli BW25113/pIJ790 con cósmidos de 
Streptomyces  

El plásmido pIJ790 contiene un gen de resistencia a cloranfenicol y un origen de 

replicación sensible a la temperatura que requiere 30 ºC para su replicación pero se pierde a 

37 ºC. 

* Protocolo: 

 Preparar células competentes E. coli BW25113/pIJ790 mediante el método SEM (ver 
apartado 2.11.1.1.A). 

 Transformar las células competentes con el cósmido que contiene los genes de interés de 
Streptomyces. Importante: Realizar los cultivos a 30 ºC. 

 Comprobar mediante digestiones enzimáticas la introducción del cósmido en E. coli sin 
reorganizaciones y confirmar la presencia del plásmido pIJ790. 
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2.12.5. Inactivación del gen de Streptomyces en el cósmido 
Las colonias de E. coli BW25113/pIJ790 portadoras del cósmido de interés son 

electrotransformadas con el casete de resistencia obtenido mediante PCR. 

* Protocolo: 
 Inocular las colonias de E. coli BW25113/pIJ790/cósmido en 5 ml de LB suplementado con 

cloranfenicol (25 µg/ml) para mantener el plásmido pIJ790 y con los antibióticos de selección del 
cósmido. Incubar a 30 ºC (para no perder el plásmido pIJ790) durante 14-16 horas.  

 Inocular con 1 % del preinóculo 100 ml de SOB suplementado con 2 ml de MgSO4 1 M + 
MgCl2 1 M (concentración final 40 mM), cloranfenicol (25 µg/ml), los antibióticos de selección del 
cósmido y 1 ml de L-arabinosa 1 M (concentración final 10 mM, necesaria para inducir los genes 
red). Incubar a 30 ºC y 200 rpm hasta alcanzar una DO600 próxima a 0,4 (3-4 horas). 

 Centrifugar a 4 ºC durante 5 minutos a 2000 g. Resuspender el precipitado en 20 ml de 
glicerol 10 % frío (4 ºC). 

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

 Mezclar 50 µl de la suspensión de células con 100-200 ng del producto de PCR. Poner la 
mezcla en una cubeta de electroporación de 0,2 cm fría (4 ºC). 

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

 Añadir 1 ml de medio LB frío (4 ºC) a la cubeta y transferir todo el contenido a un 
microtubo de 1,5 ml. Incubar durante al menos 3 horas a 30 ºC. 

 Sembrar en placas de medio LB suplementado con los antibióticos de selección del cósmido 
y apramicina (50 µg/ml). Incubar durante toda la noche a 37 ºC (de este modo se perderá el 
plásmido pIJ790). Si se van a realizar otras deleciones en el mismo cósmido con diferentes casetes 
de resistencia a antibióticos, incubar a 30 ºC y añadir cloranfenicol (25 µg/ml) a las placas para 
evitar la pérdida del plásmido pIJ790. 

 Analizar las construcciones obtenidas mediante PCR o patrón de digestión. 

 Una vez comprobado que la recombinación se ha producido eficientemente, extraer los 
cósmidos recombinantes mediante lisis alcalina (ver apartado 2.6.1.1). Realizar la extracción 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 cósmidos recombinantes y cósmidos silvestres. Estos últimos se 
perderán durante la transformación a la siguiente cepa de E. coli y además no contienen oriT, por lo que no 
podrán ser transferidos a Streptomyces. 

2.12.6. Transferencia del cósmido recombinante a Streptomyces 
La transferencia se produce mediante conjugación entre E. coli y Streptomyces. 

* Protocolo: 
 Preparar células competentes ET12567/pUZ8002 mediante el método del SEM (ver 

apartado 2.11.1.1.A). Crecer en medio suplementado con kanamicina (25 µg/ml) y con 
cloranfenicol (25 µg/ml), para mantener el plásmido pUZ8002 y la mutación dam (metilación 
deficiente), respectivamente. 

 Transformar las células competentes ET12567/pUZ8002 con el cósmido recombinante. 
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 Seleccionar uno de los transformantes e incubar durante la noche a 37 °C un preinóculo en 5 
ml de medio LB suplementado con cloranfenicol (25 µg/ml), kanamicina (25 µg/ml) y 
apramicina (50 µg/ml). 

 Llevar a cabo el proceso de conjugación para transferir el cósmido recombinante a 
Streptomyces (ver apartado 2.11.3).  

 Una vez añadida la cobertera con los antibióticos adecuados incubar a 28 ºC durante 5-6 
días. 

 Comprobar si se ha producido la doble recombinación mediante la siembra en placas de 
TSA suplementado con ácido nalidíxico (25 µg/ml) y los antibióticos de selección, donde el 
fenotipo debe ser apramicina resistente y kanamicina sensible. 

 Realizar dos rondas de esporulación con los antibióticos pertinentes. En la primera ronda 
sembrar en estría para obtener colonias aisladas y en la segunda amplificar a partir de una sola 
colonia. 

 Una vez obtenidas las esporas del mutante delecionado, volver a comprobar el fenotipo 
mediante siembra en TSA suplementado con los antibióticos necesarios. 

 
2.13. Métodos relacionados con la extracción y análisis de ARN 

En general, y dada la facilidad con la que el ARN es objeto de procesos degradativos, así 

como la práctica ubicuidad en el ambiente de RNasas, se siguieron las precauciones clásicas 

en cuanto al manejo de muestras de ARN durante la manipulación 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 mQ y todo el material de plástico desechable (como tubos eppendorf y puntas para 

las micropipetas) fueron esterilizados dos veces consecutivas en autoclave. 

2.13.1. Aislamiento de ARN total de S. tacrolimicus 
Con objeto de estudiar determinados aspectos de la expresión génica de varios genes de 

la agrupación génica de tacrolimus, se procedió a la purificación del ARN total de S. 

tacrolimicus. Puesto que las fermentaciones de las distintas cepas de S. tacrolimicus para 

detectar la producción de tacrolimus se realizaron en medio sólido, la extracción del ARN se 

realizó a partir de micelio crecido en medio sólido, con el fin de estandarizar las condiciones 

de cultivo.  

Para iniciar las fermentaciones en medio sólido se partió de un preinóculo crecido en 

matraces indentados de 500 ml conteniendo 50 ml de medio BASAm, inoculados con una 

suspensión de 100 µl de esporas a una concentración final de 107 UFC/ml. El preinóculo se 

incubó durante 48 horas a 28 ºC y 220 rpm, tras lo cual se sembraron 500 µl/placa en medio 

de producción FKAm, incubando las placas a 28 ºC.  
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La muestra de cultivo para llevar a cabo la extracción del ARN se tomó al cumplirse las 

72 horas del cultivo, empleándose una adaptación de un método descrito anteriormente para 

Streptomyces (Tunca et al., 2007). 

* Protocolo: 

 Recoger el micelio (crecido sobre un disco de celofán) correspondiente a un cuarto de placa. 
Añadir 600 µl de RNA Protect Bacteria Reagent (Qiagen), agitar con vortex y mantener la mezcla 5 
minutos a temperatura ambiente. 

 Centrifugar la mezcla 8 minutos a 9300 g y Tª ambiente. Decantar el sobrenadante 
asegurándose de que no queda líquido residual en el precipitado. Congelar el precipitado a -80 
ºC hasta el momento de hacer la extracción de ARN. 

 Descongelar el micelio y añadir 100 µl de lisozima  a una  concentración de 15 mg/ml, 
resuspendiendo mediante pequeños golpes. 

  Incubar un máximo de 10 minutos, mezclando por inversión cada 2 minutos 
aproximadamente. 

 Añadir 700 µl de RLT-β-Me a cada tubo. Agitar con vortex. 

 Transferir a tubos Lysing Matrix B con esferas de silica (qBiogen).  

 Colocar los tubos en un aparato FastPrep™FP120 (BIO 101) para llevar a cabo la ruptura 
celular. Aplicar dos ciclos de ruptura de 30 segundos de duración a velocidad 6,5 y separados 
por un minuto de refrigeración en hielo. 

 Centrifugar 1 minuto a Tª ambiente para que las esferas de silica se compacten. 

  Recuperar el lisado y transferir a un tubo Phase Lock Gel (PLG; 5Prime) ya empaquetado. 
Añadir ½ volumen de aqua-fenol (Fisher BioReagents) y ½ volumen de CIA. Agitar y 
homogeneizar durante 30 segundos. Centrifugar 5 minutos a Tª ambiente. 

 Transferir la fase superior en un nuevo tubo PLG y repetir el paso anterior. 

 Transferir la fase superior a un nuevo tubo de 2 ml y añadir etanol 100 % (volumen de 
muestra multiplicado por 0,55). Mezclar pipeteando. 

 Añadir 750 µl de la mezcla a una columna de purificación RNeasy Mini Spin Columns 
(Qiagen) y centrifugar durante 15 segundos a 9300 g. Descartar el eluido y volver a pasar el resto 
de la mezcla. Centrifugar durante 15 segundos a 9300 g. 

 Añadir sobre la membrana de la columna 350 µl de tampón RW1 (Qiagen). Centrifugar 
durante 30 segundos a 9.300 g y descartar el eluido. 

 Añadir 80 µl de la solución de DNasaI (Quiagen) sobre la membrana de la columna e 
incubar 30 minutos a 30 ºC. Añadir 100 µl de RW1. Dar un pulso de centrifugación. 

  Repetir el paso de digestión añadiendo 80 µl de la solución de DNasa I sobre la membrana 
de la columna,incubando otros 30 minutos a 30 ºC. 

 Añadir 350 µl de RW1, dejar 5 minutos y centrifugar 15 segundos a 9300 g. Descartar el 
eluido en el tubo de colección. 

 Cambiar el tubo colector. Añadir 500 µl de tampón RPE (Qiagen). Centrifigar 15 segundos a 
9300 g. Descartar el eluido. 

 Añadir 500 µl de tampón RPE. Centrifigar 2 minutos a 9300 g para secar la membrana. 

 Transferir la minicolumna a un tubo eppendorf nuevo de 1,5 ml.  
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 Añadir 50 µl de agua mQ directamente sobre la membrana y dejar 1 minuto. Centrifugar 1 
minuto a 9.300 g para eluir el ARN. 

 Transferir el ARN tras la elución a un eppendorf de 0,5 ml. 

 Añadir 1 µl de DNasa (Ambion). Incubar 30 minutos a 37 ºC. 

 Inactivar la DNasa añadiendo 0,2 vol del inactivador (Ambion). Mezclar durante 2-3 veces 
durante los dos minutos de la incubación. Centrifugar 1,5 minutos a 16000 g. Trasferir a un nuevo 
tubo, con cuidado de no remover la resina (inactivador). 

 Cuantificar la  concentración de ARN y determinar su integridad (ver apartado 2.14.2). 

 Conservar la muestra de ARN a -80 ºC. 

Nota: Las columnas RNesay mini spin, así como los tampones RLT, RW1 y RPE están incluidos en el kit 
comercial RNeasy™ Mini Kit (Qiagen). 

 RLT-β-Me: Añadir 10 µl de  β-Mercaptoetanol por cada 1000 µl de RLT 
 Solución de DNasa I (Quiagen): Añadir 10 µl de DNasa I a 70 µl de RDD 

2.13.2. Valoración de la concentración, pureza e integridad del ARN  
2.13.2.1.  Concentración y pureza del ARN 

Al igual que en el caso del ADN (ver apartado 2.7.3), la concentración y pureza de las 

muestras de ARN fueron evaluadas con la ayuda de un espectrofotómetro NanoDrop ND-

1000 (Thermo Scientific), teniendo en cuenta en esta ocasión que la absortividad específica 

para el ARN tiene un valor de 40 µg/ml, y que en el caso de la pureza, ésta se considera 

óptima cuando el valor del cociente A260/280 se encuentra entre 1,9 y 2,1 (Sambrook y Rusell, 

2001). 

2.13.2.2. Integridad del ARN 

Se midió 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 

la separación del ARN según su peso molecular mediante una electroforesis que tiene lugar 

en microcanales, detectando los fragmentos a través de fluorescencia inducida por láser 

(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 área de cada pico proporcional a la 

cantidad de ARN de ese tamaño. El aparato es capaz de transformar este electroforetograma 

en una imagen similar a la que se obtendría en un gel, pudiendo observarse bandas que se 

corresponderían 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 número RIN (RNA Integrity 

Number), calculado mediante la aplicación informática suministrada con el equipo a través de 

un algoritmo, que no sólo tiene en cuenta la relación entre las bandas ribosomales 23S y 16S, 

en el caso de las bacterias, sino que también considera otros parámetros, como la intensidad 
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y cantidad de otros picos presentes en la muestra (Schroeder et al., 2006). El RIN varía entre 

un valor de 10 (muestras sin ninguna degradación) y 1 (muestras totalmente degradadas). 

Para medir la integridad de las muestras en el bioanalizador se siguieron las 

indicaciones del fabricante, analizando 50-500 ng de ARN, previamente cuantificado 

mediante NanoDrop. 

2.14. Técnicas aplicadas en el análisis de la expresión génica 

El análisis de la expresión génica se realizó mediante RT-PCR (Reverse Transcription PCR) 

a tiempo real. Esta técnica  permite la cuantificación relativa de las diferencias de expresión 

de un determinado gen en la cepa silvestre y los mutantes. 

2.14.1. RT-PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR) 
En esta técnica, la retrotranscripción del ARN a ADNc se combina con la amplificación 

posterior del ADNc mediante una PCR a tiempo real. Esta variante de la PCR se basa en la 

detección y cuantificación simultánea de la fluorescencia emitida por los productos de PCR a 

lo largo de todo el proceso de amplificación (Higuchi et al., 1993). 

En este trabajo, las reacciones de RT-PCR a tiempo real se realizaron en dos pasos, de 

manera que la retrotranscripción y la posterior reacción de amplificación del ADNc se 

llevaron a cabo en dos fases y tubos diferentes. Como marcador del producto amplificado se 

utilizó SYBR® Green (Applied Biosystems), fluoróforo que sólo emite fluorescencia al unirse a 

ADN de doble cadena, siendo la cantidad de fluorescencia emitida durante una reacción de 

PCR proporcional a la cantidad de producto amplificado. Debido a que el SYBR® Green se 

une a cualquier molécula de ADN de doble cadena, es muy importante que en la reacción de 

PCR no se amplifiquen productos inespecíficos ni se formen dímeros de oligonucleótidos.  

El diseño de los cebadores se llevó a cabo de manera que amplificasen fragmentos de 

entre 100 y 200 pb cercanos al extremo 5’ del ARNm que se deseaba amplificar. Se intentó 

que la complementariedad de los cebadores fuera lo menor posible para evitar la formación 

de dímeros de oligonucleótidos, los cuales disminuyen la eficiencia de la amplificación y 

alteran los resultados al producir un aumento inespecífico de la fluorescencia.  

2.14.1.1. Retrotranscripción 

La síntesis de ADNc se llevó a cabo empleando la retrotranscriptasa SuperScript™ III 

(Invitrogen), utilizando como molde una cantidad de ARN que varió entre 0,5 y 3µg. La 

retrotranscripción se llevó a cabo con hexanucleótidos al azar (Random Primers, Invitrogen) a 

una concentración final de 12,5 ng/µl. 
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* Protocolo: 

 Mezclar los cebadores, el ARN molde y los dNTPs (concentración final de 0,5 mM) y añadir 
agua hasta completar un volumen final de 14 µl. 

 Incubar a 70 ºC durante 5 minutos e inmediatamente enfriar a 4ºC durante un tiempo 
mínimo de 1 minuto.  

 Añadir 4 µl de Tampón 5X, 1 µl de DTT 0,1 M y 1 µl de retrotranscriptasa (200 unidades). 
Mezclar con la pipeta.  

 Incubar durante 1 hora a 55 ºC. 

 Inactivar la retrotranscriptasa incubando a 70 ºC durante 15 minutos. 

 Guardar el ADNc a 4 ºC si va a usarse en las siguientes 48 horas. Si no es así, almacenar a     
-20 ºC hasta el momento de su uso. 

* Soluciones: 
 Tampón 5X y DTT 0,1 M: Suministrados junto a la retrotranscriptasa SuperScript™ III. 

 
2.14.1.2. PCR a tiempo real 

La amplificación y cuantificación del ADNc mediante PCR a tiempo real se realizó 

usando SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), en un termociclador 

StepOnePlusTM (Applied Biosystems). 

Las reacciones se prepararon de acuerdo a las recomendaciones del fabricante, en un 

volumen final de 20 µl. Como molde se utilizaron 2 µl de ADNc sintetizado del modo 

indicado en el apartado anterior y que, según el gen analizado, se utilizó sin diluir o diluido 

de 2 a 10 veces, de manera que el inicio de la amplificación del producto se detectara entre 

los ciclos 15 y 25. La concentración de oligonucleótidos se optimizó para cada pareja, de 

manera que se obtuviera la mayor amplificación de producto específico, en el menor Ct, y sin 

formación de dímeros de oligonucleótidos. Para la mayoría de los cebadores la concentración 

óptima fue de 300 nM. 

Para comprobar que en las muestras de ARN no existía contaminación con ADN, se 

llevaron a cabo controles negativos donde se sustituyó el ADNc molde por ARN. La 

detección de producto específico de amplificación en estas reacciones de PCR solo puede ser 

debido a la presencia de ADN contaminante en las muestras de ARN. 

El programa de amplificación que se aplicó se muestra a continuación: 
 

 Temperatura Tiempo 
Activación de la polimerasa 50 ºC 2 minutos 

Desnaturalización inicial 95 ºC 10 minutos 
PCR (40 ciclos)   

Desnaturalización 95 ºC 15 segundos 
Hibridación/Extensión 60 ºC 1 minuto 
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En todos los casos, finalizado el programa de amplificación, se llevó a cabo una curva de 

disociación para detectar la posible amplificación de productos inespecíficos o la formación 

de dímeros de oligonucleotidos. La ausencia de dímeros y contaminantes se confirmó 

mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% del producto final. 

La determinación de la línea base así como del ciclo umbral se llevó a cabo mediante la 

aplicación informática suministrada junto a termociclador (StepOnePlusTM Sofware, versión 

1.2.3, Applied Biosystems). 
 

2.14.1.3. Cuantificación de la expresión génica 

La cuantificación del producto durante una PCR a tiempo real debe producirse en la fase 

exponencial de amplificación antes de que los componentes de la reacción comiencen a ser 

limitantes, ya que sólo entonces la cantidad de producto amplificado es proporcional a la 

cantidad de molde inicial (Bustin, 2000). Debido a esto, la mayoría de los métodos de 

cuantificación se basan en la determinación del ciclo umbral o Ct (threshold cicle), definido 

como el ciclo en el cual la fluorescencia debida al producto sobrepasa el umbral de la 

florescencia basal.  

La cuantificación relativa de las diferencias de expresión de un gen diana entre dos 

cepas se realizó a través del modelo matemático descrito por Pfaffl (2001). Este método 

requiere la co-amplificación de un gen de referencia cuya expresión no muestre diferencias 

entre las cepas analizadas, permitiendo compensar pequeñas variaciones en la cantidad de 

ARN molde presente en las reacciones, originadas por errores en la cuantificación y pipeteo 

de las muestras y difiere del método del ΔΔCt (Livak y Schimittgen, 2001), en que este último 

no tiene en cuenta el valor de la eficiencia de la reacción de PCR que se obtiene a partir de la 

curva standard realizada a partir de diluciones seriadas de ADNg (Pfaffl, 2001). Como gen 

de referencia se empleó el hrdB, el cual codifica un factor sigma de expresión constitutiva en 

Streptomyces (Buttner et al., 1990). 

En la ecuación de Pfaffl,  la cuantificación relativa (R) del gen diana (objeto de estudio) 

se calcula en base a la eficiencia (E) y la desviación del Ct de una muestra desconocida (en 

nuestro caso el mutante) frente al control (cepa silvestre) y expresado en comparación con el 

gen de referencia, en nuestro caso hrdB (Pfaffl, 2001).  

R =  
 (Ediana)∆Ctdiana(control−mutante)

(Ereferencia)∆Ctref(control−mutante)
 

Valores relativos de expresión superiores a 1 indican que la expresión del gen analizado 

se encuentra sobreexpresado en la cepa mutante, mientras que valores inferiores a 1 indican 

la represión del gen en la cepa mutante.  
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La eficiencia de amplificación de los cebadores empleados debe encontrarse próxima al 

100%. La eficiencia de cada pareja de oligonucleótidos se determinó amplificando diluciones 

seriadas (1:4) de ADN genómico (6 diluciones diferentes, cada una de ellas amplificadas por 

triplicado), y midiendo la pendiente de la recta resultante de la representación los Ct 

obtenidos frente al logaritmo de la concentración de ADN. Se consideraron como válidos 

valores de pendiente comprendidos entre -3,6 y -3,1, que se corresponden con una eficiencia 

del 90-100%. 

2.15. Análisis de la producción de tacrolimus 

2.15.1. Tratamiento de las muestras de fermentación 
Para conseguir una concentración de tacrolimus más alta, se procedió a la optimización 

del proceso de fermentación en medio sólido para S. tacrolimicus (ver apartado 3.2.7.2). 

* Extracción de tacrolimus con acetato de etilo 

* Protocolo: 

 Recoger el micelio crecido sobre el disco de celofán correspondiente a 8 placas en un tubo 
Falcon de 50 ml (pesado previamente para la posterior determinación del peso seco) y añadir el 
mismo volumen de acetato de etilo grado HPLC. 

 Agitar vigorosamente durante 10 minutos y centrifugar a 3500 g durante 10 minutos. 
Transferir el sobrenadante a un tubo Falcon nuevo. 

 Añadir un volumen de acetato del etilo al micelio precipitado y agitar durante 10 minutos. 
Centrifugar igualmente a 3500 g durante 10 minutos y juntar con el  anterior. 

 Concentrar la muestra en un rotavapor (Büchi® R-20), hasta la completa evaporación del 
disolvente. 

 Resuspender la muestra en 150 µl de metanol grado HPLC: agua mQ (1:1; v:v).  

 Reservar 50  µl para la realización del bioensayo  dejando el resto para su análisis mediante 
HPLC. 

 

* Determinación del peso seco 
* Protocolo: 

 Pesar el tubo Falcon de 50 ml en el que se va a realizar la extracción de tacrolimus con 
acetato de etilo.  

 Tras la extracción (ver apartado anterior), secar los tubos con el precipitado a 80 ºC hasta 
que el peso sea constante, en unas 48 horas. 

 Pesar los tubos con el micelio seco y restar el peso del tubo Falcon. 
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2.15.2. Cuantificación de tacrolimus 

 Bioensayo 

El bioensayo permite detectar la presencia de un determinado compuesto gracias a su 

actividad biológica, por lo que al crecer en medio sólido un microorganismo sensible en 

presencia de dicho compuesto se observarán halos de inhibición. 

El tacrolimus, además de ser un inmunosupresor, tiene actividad antifúngica, lo que 

permite medir su actividad mediante bioensayo con levaduras. Las cepas de S. cerevisiae que 

normalmente se utilizan en los laboratorios no son sensibles al tacrolimus, ya que no 

precisan de la calcineurina (la enzima inhibida por el tacrolimus) para el crecimiento 

vegetativo. Estas cepas se pueden convertir en sensibles mediante un tratamiento con sal de 

litio 0,5 M. Los bioensayos se realizaron con la cepa mutante S. cerevisiae TB23, sensible a 

tacrolimus (Arndt et al., 1999; Breuder et al., 1994). 

* Protocolo: 

 Inocular medio YPD líquido con colonias de S. cerevisiae TB23 obtenidas a partir de placas 
de medio YPD sólido. Incubar a 30 ºC en agitación hasta que alcance una DO600 1,8-2,2. 

 Añadir 3 ml del cultivo a 60 ml de YPD estéril (1,5% de agar) previamente fundido y 
mantenido en un baño de agua a una temperatura de 42 ºC. Agitar la mezcla suavemente 
evitando la formación de burbujas. 

 Colocar la placa en una superficie plana y verter la mezcla de YPD con la levadura sobre la 
misma, procurando que el medio quede homogeneamente distribuido por toda la placa. Dejar 
solidificar durante unos 20 minutos. 

 Realizar los pocillos con un sacabocados de 5 mm de diámetro. Colocar en cada pocillo  50  
µl de muestra y dejar las placas durante 2 horas a 4 ºC para permitir la difusión de la muestra. 

 Incubar las placas a 30 ºC para permitir el crecimiento de la levadura. A las 24 horas ya se 
pueden observar los halos de inhibición. 

 Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

La determinación cuantitativa de la producción de tacrolimus se realizó en un equipo de 

HPLC (Waters Alliance®). Como control se utilizó tacrolimus puro (cedido por Antibioticos 

SA), disuelto en metanol (50 %) a una concentración final de 1 mg/ml. 

El sistema de Waters Alliance HPLC está equipado con una columna XBridgeTM C18 (2,1 mm 

x 150 mm, 3,5 µm tamaño de partícula) y la cuantificación se realizó a una temperatura de 50 

ºC (Goranovic et al., 2010). La separación se realizó con un método isocrático con la siguiente 

fase móvil: A: ácido trifluroacético (TFA) al 0,01 % en agua; B: acetonitrilo y C: 

Metilterbutileter, en proporción 65:28:7. El flujo fue mantenido a 0,5 ml/min y la detección 

de tacrolimus se realizó a una longitud de onda de 210 nm. 
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2.16. Análisis informático  
 

A lo largo de todo este trabajo se emplearon diversas herramientas informáticas 

específicamente diseñadas para el manejo de información biológica. 

 El análisis y tratamiento rutinario de las secuencias de ADN se realizó mediante el 

paquete informático Vector NTI Advance™ (InvitrogeneTM).  

 Las comparaciones de secuencias de ADN y proteínas con las bases de datos 

disponibles se llevaron a cabo con la ayuda del programa BLAST, disponible online en 

el European Bioinformatic Institute, EBI (www.ebi.ac.uk) y en el National Center of 

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

  Para el diseño de los oligonucleótidos se empleó el paquete informático Vector NTI 

Advance™ (InvitrogeneTM) y el programa PRIMER3 Plus (www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi/). 

 Para el cálculo de similitud entre dos secuencias se utilizó el algoritmo EMBOSS 

Pairwise Alignment Algorithms (www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/). 

 Para el editado de secuencias como obtener la secuencia reversa y complementaria, 

entre otros, se empleó el software DNASTAR (www.dnastar.com). 

 Para los análisis de las reacciones de PCR a tiempo real se empleó el software 

StepOne™ (Applied Biosystems®). 

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

1. EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk). 

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

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

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/
http://www.dnastar.com/
http://www.ebi.ac.uk/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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3.1. Secuenciación de la agrupación génica de tacrolimus en S. 
tacrolimicus 

Al inicio de este trabajo únicamente se encontraban secuenciados los 8 genes centrales 

de la agrupación génica de la biosíntesis de tacrolimus (Figura 3.1). Dichos genes fueron 

secuenciados a partir de la cepa Streptomyces sp. MA6548. Por otro lado, también habían sido 

secuenciados 2 de los 8 genes en la cepa Streptomyces sp. ATCC 55098 (MA6858), 

denominada posteriormente Streptomyces tacrolimicus (Martínez-Castro et al., 2011), objeto de 

estudio de este trabajo. De dicha cepa se disponía de la secuencia de los genes fkbA y fkbB, 

codificantes de 2 de las 3 PKSs implicados en la formación de tacrolimus. La tercera PKS, 

codificada por el gen fkbC, se encontraba totalmente secuenciada (Motamedi y Shafiee, 1998), 

pero a pesar de disponerse del número de acceso, su secuencia no estaba disponible en las 

bases de datos. Otros genes secuenciados eran: fkbP, que codifica una péptido sintasa 

específica de pipecolato; fkbO, cuyo producto esta implicado en la síntesis de la unidad 

iniciadora 4,5-dihidroxiciclohexenilcarboxílico (DHCHC); y fkbL, codificante de una lisina 

ciclodesaminasa, cuya secuencia tampoco estaba disponible en las bases de datos a pesar de 

disponerse del teórico nº de acceso (Motamedi y Shafiee, 1998). Por último, estaban 

caracterizados y secuenciados los genes situados a la derecha del cluster: fkbD, codificante 

del citocromo P450 C9-hidroxilasa y fkbM, que codifica una O-metiltransferasa (Ban et al., 

2013b; Motamedi et al., 1996). En el caso de S. tacrolimicus sólo se disponía de la secuencia de 

los genes fkbD y fkbM (Motamedi et al., 1996).  

Debido a que las secuencias de los genes fkbC y fkbL no se encontraban disponibles en las 

bases de datos, solo se pudo acceder a la secuencia de los 6 genes situados a la derecha de la 

agrupación. 

Dada la gran complejidad del inmunosupresor tacrolimus y por comparación con las 

agrupaciones génicas de los inmunosupresores rapamicina y FK520 (análogo C21 etilo de 

FK506), era razonable esperar que la agrupación génica de tacrolimus contuviera en la zona 

adyacente a la región conocida tanto genes biosintéticos aún desconocidos como genes 

reguladores. Por tanto, era necesario completar la secuenciación de toda la agrupación con el 

fin de conocer la totalidad de los genes implicados en la biosíntesis y regulación de 

tacrolimus para su posterior estudio. 

Para proceder a la secuenciación complementaria de la agrupación de los genes de 

biosíntesis de tacrolimus en S. tacrolimicus se utilizaron distintos cósmidos  contenedores de 

las regiones de interés. Para ello inicialmente se llevó a cabo la organización de la genoteca 

de una manera piramidal. 
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Figura 3.1. Representación gráfica de la región central de la agrupación génica de biosíntesis de FK506. Los 
genes delineados con líneas discontinuas representan los genes cuya secuencia no se encontraba disponible en las 
bases de datos a pesar de disponerse de su número de acceso.  

 

3.1.1. Organización de la genoteca 
Debido a que los métodos clásicos de rastreo de genotecas son, en su mayoría, muy 

laboriosos, fue necesario desarrollar un sistema que facilitara el rastreo, permitiendo la 

identificación de los cósmidos de interés de una manera rápida y eficaz (Martínez-Castro et 

al., 2009). En nuestro laboratorio se disponía de una librería génica de S. tacrolimicus y S. 

tsukubaensis de 1656 clones cada uno de ellos, organizados en placas de microtitulación de 96 

pocillos. 

Según la ecuación de Clarke y Carbon (1976) la representatividad de una librería génica 

viene dada por la siguiente fórmula: 

N =  
ln (1 − P)
ln (1 − f)

 

 
Siendo N el número de clones necesarios, P la probabilidad de que estén representadas todas 

las secuencias del genoma y f el cociente entre el tamaño medio de los insertos de ADN 

clonados y el tamaño total del genoma. 

El tamaño del genoma de ambas especies de Streptomyces se estimó en 8700 kb, 

realizando dicha estimación a partir del tamaño de los genomas de Streptomyces conocidos en 

el momento de la realización de la genoteca (S. coelicolor, S. avermitilis y S. griseus subsp. 

griseus). Ya que el tamaño medio de los insertos que son incorporados en el cósmido 

SuperCos1 es de 37,5 kb (Redenbach et al., 1996), para que los genomas de S. tacrolimicus y S. 

tsukubaensis estén representados con un 99,9% de probabilidad se necesitan 1600 clones. Por 

lo tanto, la ordenación de 1656 clones constituye una genoteca representativa de cada uno de 

los genomas. 

La organización de la genoteca se hizo del siguiente modo: 

1) Se cultivaron 1700 clones de manera individual en 1 ml de medio TB suplementado con 

ampicilina (100 µg/ml) en microtubos de 1,5 ml a 37 ºC en agitación durante 20-24 horas. 
 

2) Posteriormente, a cada tubo se le añadieron 350 µl de glicerol al 80 % (concentración 

final 20%) y fue etiquetado con la posición ocupada en la correspondiente placa de 

fkbC fkbB fkbAfkbO fkbP
fkbD

fkbMfkbL
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microtitulación. Del cultivo de cada microtubo se dispensaron 350 µl en la posición 

correspondiente de la placa de microtitulación, dejando las cuatro esquinas libres para 

controles: 

A1  :  ADNt de S. tacrolimicus o de S. tsukubaensis (50 ng/µl) 

A12:  ADN del cósmido SuperCos 1 (5 ng/µl) 

H1  :  Cultivo en medio LB de E. coli XL1-Blue 

H12:  Cultivo en medio LB de E. coli DH5α transformada con SuperCos 1 
 

3) Los clones pertenecientes a grupos de 6 placas diferentes (1 a 6, 7 a 12 y 13 a 18) se 

mezclaron en una única placa llamada Máster Parcial. En cada posición de esta placa se 

añadieron 50 µl de los cultivos que ocupan la misma posición en las placas individuales, 

disponiéndose de un volumen final de 300 µl, correspondientes a la mezcla de 6 clones.  
 

4) Por último, las tres placas Máster Parcial se agruparon en una única placa llamada Máster 

Total, lo que nos permite tener la totalidad de los clones de la genoteca en una sola placa 

pero colocados en posiciones concretas de la misma. La placa Máster Total se obtuvo 

mezclando 100 µl de los pocillos que ocupan posiciones equivalentes en cada placa Máster 

Parcial, resultando en una mezcla de 18 clones por posición. Se realizaron 3 réplicas, tanto 

de las placas Máster Parcial como de la placa Máster Total, a modo de reserva (Figura 3.2). 
 

 

 
 

Figura 3.2. Esquema de la organización piramidal de una librería génica en placas de microtitulación. 1) Los 
1656 clones se cultivaron de manera individual y se colocaron en diferentes posiciones de las 18 placas de 
microtitulación. 2) Los clones pertenecientes a grupos de 6 placas se mezclaron de manera ordenada en una sola 
placa, denominada Máster Parcial (MP). 3) Las tres placas Máster Parcial se mezclaron en una sola placa, Máster 
Total (MT). En la parte inferior de la figura se representa  el modo de rastreo de la genoteca, mediante PCR. 
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El resultado final de la organización comprende 1656 clones colocados de manera 

individual en 18 placas de microtitulación y en los correspondientes microtubos de 1,5 ml 

donde se realizó el cultivo (reserva de cada clon), 3 placas Máster Parcial con una mezcla de 

6 clones por posición y 1 placa Máster Total con una mezcla de 18 clones por posición. Todo 

este material se conservó a -80 ºC. 

3.1.2. Rastreo de la genoteca mediante la técnica de PCR 
3.1.2.1. Diseño de oligonucleótidos específicos 

El objetivo del rastreo de la genoteca fue localizar los cósmidos que contienen los genes 

de biosíntesis de la agrupación génica de tacrolimus. Debido al gran tamaño de la 

agrupación génica (cercana a 90 kb) se realizaron 3 rastreos: uno para la región “derecha”, 

otro para la región “izquierda” y otro para la central. Por simplicidad en las secciones 

siguientes nos referiremos a la región anterior (5´) y posterior (3´) de la agrupación génica tal 

como se representa en la Figura 3.1 como región “izquierda” y región “derecha”. 

El rastreo de la genoteca se realizó mediante la técnica de PCR. Para la zona derecha se 

diseñaron dos parejas de oligonucleótidos a partir de la secuencia de los genes fkbD y fkbM 

de tacrolimus de S. tacrolimicus: fkb1-fkb2, que anillan internamente en el gen fkbD dando un 

producto de amplificación de 356 pb, y  fkb3- fkb4, que amplifican una región de 1229 pb 

correspondiente a los genes fkbD y fkbM. Se realizó una PCR utilizando como ADN molde el 

ADN genómico total de S. tacrolimicus y como enzima de amplificación la Taq polimerasa. 

Los productos de amplificación de la PCR se clonaron en el plásmido pGEM®-T Easy 

obteniendo los plásmidos pGEMT-fkbD y pGEMT-fkbDM, respectivamente. Se comprobaron 

los distintos clones por patrones de digestión, obteniéndose varios positivos que fueron 

secuenciados  con los oligonucleótidos universales F (forward) y R (reverse). Tras analizarse 

las secuencias se comprobó que todos los clones con la construcción pGEMT-fkbDM habían 

incorporado el fragmento de 1229 pb, seleccionando uno de ellos para su posterior uso como 

sonda. 

En el caso de la construcción pGEMT-fkbD ningún clon presentaba la secuencia 

esperada. Debido a que ambas construcciones tenían clonados un fragmento de la región 

derecha, se decidió utilizar la pareja de cebadores fkb3-fkb4 para el rastreo de la genoteca.  

Para el rastreo de la zona izquierda se siguió una estrategia distinta. Los genes fkbC y 

fkbL estaban secuenciados y caracterizados según la bibliografía (Motamedi y Shafiee, 1998), 

pero su secuencia no está actualmente disponible en las bases de datos. Se diseñaron 2 

oligonucleótidos degenerados, fkb5 y fkb6, a partir de las zonas conservadas de los genes 

fkbL (ortólogo implicado en la síntesis de FK520) y rapL (ortólogo implicado en la síntesis de 
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rapamicina), esperando una amplificación de 788 pb. Tras realizar múltiples reacciones de 

PCR, probando distintas temperaturas de anillamiento, polimerasas y condiciones de  

reacción, no se obtuvo la banda deseada. Por ello se diseñó una nueva pareja de 

oligonucleótidos degenerados, fkb7-fkb8, que amplifican un fragmento de 680 pb y la banda 

obtenida se clonó en pGEM®-T Easy. En este caso obtuvimos 7 colonias positivas por 

patrones de digestión y tras el análisis de las secuencias obtenidas con los cebadores 

universales F y R se comprobó que uno de los clones presentaba la construcción correcta, a la 

que se llamó pGEMT-fkbL. A partir de la banda secuenciada de 680 pb, y ya con la secuencia 

propia de fkbL de S. tacrolimicus, se diseñó una nueva pareja de oligonucleótidos, fkb9-fkb10, 

cuyo producto de amplificación era de 552 pb. Esta pareja de cebadores específicos fue la 

usada para el rastreo de la genoteca.  

Los fragmentos obtenidos de las amplificaciones por PCR con los oligonucleótidos 

específicos fkb3-fkb4 (amplificación parcial de los genes fkbD y fkbM) y fkb9-fkb10 

(amplificación parcial de fkbL) se utilizaron como sondas para la hibridación tipo Southern y 

comprobar así que no daban duplicidad de banda, confirmando lo obtenido por PCR (Figura 

3.3). 

Finalmente, para el rastreo de la zona central de la agrupación génica se utilizaron los 

oligonucleótidos denominados fkbO1 (utilizado también en el rastreo de la genoteca de S. 

tsukubaensis) y fkbO2-St diseñados a partir de la secuencia del gen fkbO de la agrupación 

génica de tacrolimus de la cepa Streptomyces sp. MA6548. El producto de amplificación 

esperado era de 754 pb. Tras comprobar que la amplificación era específica, se utilizaron 

dichos cebadores para el rastreo de la zona central. 
 

 

 
 

Figura 3.3. Análisis mediante Southern del ADN genómico de S. tacrolimicus. A) Southern utilizando como 
sonda parte de los genes fkbD y fkbM. Carril 1, ADN del fago λ digerido con la enzima de restricción HindIII; 
carril 2, ADNg digerido con BamHI; carril 3, ADNg digerido con KpnI. B) Southern utilizando como sonda parte 
del gen fkbL. Carril 1, ADN del fago λ digerido con la enzima de restricción HindIII; carril 2, ADNg digerido con 
EcoRI; carril 3, ADNg digerido con KpnI.  

BamHI KpnI EcoRI KpnI
A) B)
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3.1.2.2. Rastreo de la genoteca 

La técnica de PCR permite realizar el rastreo completo de la placa Máster Total en muy 

poco tiempo (horas). Para la realización de este rastreo se colocó en una placa de 96 pocillos 

la mezcla de PCR sin ADN molde y se transfirió aproximadamente 1 µl de los cultivos de la 

placa Máster Total mediante un replicador de 96 puntas (pequeñas gotas de las soluciones de 

los cultivos se quedan adheridas a las puntas por tensión superficial). El programa de PCR se 

realizó con un tiempo más largo de desnaturalización inicial (10 minutos) con el objetivo de 

asegurar la rotura de las células de E. coli hospedadoras de la genoteca. El resultado de las 96 

reacciones de PCR se analizó mediante electroforesis en agarosa.  

 Rastreo de la región derecha de la agrupación 

Inicialmente se realizó  el rastreo de la genoteca de la región derecha de la agrupación 

génica de tacrolimus con los oligonucleótidos fkb3 y fkb4. Tras la reacción de PCR de la 

placa Máster total, se obtuvieron 5 reacciones positivas correspondientes a las posiciones D1, 

D12, E2, F7 y G6. En la placa Máster total, cada pocillo de la placa de microtitulación se 

corresponde con una mezcla de 18 clones. Por ejemplo, la posición D12, sería una mezcla de 

los 18 clones individuales ocupando la posición D12 en sus respectivas placas individuales. 

Para facilitar la identificación de los clones positivos, se realizó una nueva PCR a partir de las 

placas Máster Parciales  MP1, MP4 y MP7 (la placa MP1 contiene los 6 clones por posición de 

las placas individuales de la 1 a 6, la MP4 de la 7 a la 12 y la MP7 de la 13 a la 18), pero ya 

únicamente de las posiciones D1, D12, E2, F7 y G6. Tras la realización de las reacciones de 

PCR, obtuvimos bandas positivas en la placa MP4 para D12, E2, F7 y G6. En el caso de D1 no 

se obtuvo ninguna banda positiva en ninguna de las placas MP. 

Para llegar a las colonias individuales portadoras de los cósmidos de interés, se realizó 

una nueva PCR utilizando como molde los cultivos de las posiciones D12, E2, F7 y G6 de las 

placas individuales de la 7 a la 12, obteniendo los clones positivos 12-D12, 9-E2 y 10-F7 

(denominados a partir de ahora cósmidos D, E y F); el 1er número hace referencia a la placa 

individual, placas 12, 9 y 10, respectivamente, y la secuencia letra-número hace referencia a 

la posición concreta en la placa de microtitulación. Para comprobar que los cósmidos 

positivos contenían la región de interés se realizó la secuenciación de los extremos de los 

cósmidos utilizando los oligonucleótidos universales T3 y T7. De este modo, el cósmido D 

dio homología con el gen fkbA (empleando el cebador T3) y una deshidrogenasa (empleando 

el cebador T7). El cósmido E con fkbB (T7) y una glicosil hidrolasa (T3) y el cósmido F con 

fkbB (T3) y una endo-1,3-beta-glucanasa (T7).  
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En el caso del cósmido D, a pesar de que la secuencia de uno de los extremos nos daba 

homología con una región interna al gen fkbA, se observó que dicho cósmido presentaba una 

reorganización interna ya que a partir de un determinado punto en el proceso de 

secuenciación nos produjo diferencia de secuencia respecto a los otros cósmidos, 

coincidiendo dicho punto con una diana para la enzima Sau3A (enzima utilizada para 

obtener la genoteca). La posición de los cósmidos respecto a la agrupación génica de 

tacrolimus se representa en la Figura 3.4. 

 Rastreo de la región izquierda de la agrupación 

Del mismo modo se realizó el rastreo de la genoteca para localizar la zona izquierda de 

la agrupación génica de tacrolimus (fkbL). El rastreo se llevó a cabo con los cebadores fkb9 y 

fkb10 y se detectaron 2 clones positivos 5-D1 y 1-D8 (denominados a partir de ahora 

cósmidos D1 y D8).  

 

 
 

Figura 3.4. Representación esquemática de la agrupación génica de tacrolimus de S. tacrolimicus. Las flechas 
indican la parte de la secuencia de la agrupación clonada en cada cósmido. Las flechas de trazo continuo 
corresponden a los cósmidos que contienen la zona derecha de la agrupación, las flechas de trazo discontinuo 
indican los cósmidos que contiene la zona izquierda de la agrupación y la flecha punteada corresponde al 
cósmido obtenido durante el rastreo de la zona central de la agrupación. El tramo final punteado al final de las 
flechas indica que la secuencia clonada en los cósmidos no finaliza en los límites de la agrupación, aunque al no 
disponerse de la secuencia completa  del genoma de S. tacrolimicus no se puede determinar su extensión. El 
tamaño de los genes está representado a escala y la nomenclatura se corresponde a la asignada en este trabajo. 
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Los extremos del cósmido D8 dieron homología con fkbB (T3) y una 3-oxoacil-(acil-

carrier-protein) reductasa (T7). En el caso del cósmido D1  ninguno de los extremos dio 

homología con genes biosintéticos de FK506, a pesar de contener el gen fkbL y los adyacentes 

(comprobado mediante secuenciación), lo que puede deberse a una reorganización durante 

la construcción de la genoteca. 

Posteriormente en el proceso de la secuenciación de la zona izquierda de la agrupación 

génica de tacrolimus y tras secuenciar todo el inserto del cósmido D8, se realizó un nuevo 

rastreo de la genoteca con el fin de continuar con la secuenciación de la agrupación génica 

hacia la izquierda. Se diseñaron una nueva pareja de oligonucleótidos, orfB1 y orfB2, que 

amplifican una banda de 973 pb correspondiente al gen orfB, gen identificado en el proceso 

de secuenciación (ver más adelante). En este caso, tras el rastreo de la genoteca por PCR se 

obtuvieron 5 clones positivos: 15-B12, 1-D8, 5-E7, 13-E12 y 11-G7 (denominados B, D8, E7, 

E12 y G7). El cósmido 1-D8 es el mismo cósmido que obtuvimos en el primer rastreo de los 

genes de la zona izquierda de la agrupación. Tras la secuenciación de los extremos, el 

cósmido B presentó homología con un citocromo p450 (extremo T3) y una policétido sintasa 

(extremo T7); el cósmido E7 mostró homología con una policétido sintasa (T3) y una 

metiltransfera (T7); el cósmido E12 presentó homología con un citocromo p450 (T3) y con 

una glutamina sintetasa (T7); y por último el cósmido G presentó homología con una 

policétido sintasa (T3) y una adenilsuccinato sintetasa (T7) (Figura 3.4). Para la secuenciación 

de esta zona inicialmente se utilizaron los 5 cósmidos de manera aleatoria, realizándose 

siempre al menos dos lecturas de cada zona usando dos moldes distintos (dos cósmidos). De 

esta manera nos aseguramos de que las secuencias obtenidas en el proceso de secuenciación 

eran correctas. Sin embargo durante el proceso de secuenciación se observó diferencia de 

secuencia de los cósmidos B y G respecto a los demás, por tanto se continuó la secuenciación 

con los cósmidos E7 y E12.  

 Rastreo de la región central de la agrupación 

Con los cósmidos encontrados en el primer rastreo de la genoteca no se consiguió cubrir 

todos los genes de la agrupación génica de tacrolimus, quedando un hueco teórico  de 3271 

pb interno al gen fkbB, por lo que fue preciso realizar un nuevo rastreo de la zona central de 

la agrupación. 

Para localizar los cósmidos que contienen la zona central se utilizaron los 

oligonucleótidos fkbO1 y fkbO2-St. Se obtuvieron 13 clones positivos, 16-C8, 15-D9, 15-D10, 

17-D10, 9-F7, 11-F7, 3-E9, 3-F5, 4-F5, 5-F5, 2-F9, 4-F9 y 4-G6. Se secuenciaron los extremos de 

8 de los cósmidos con los oligonucleótidos universales T3 y T7, observando que únicamente 

el clon 15-D9 presentaba la secuencia de la zona central de la agrupación. La secuencia 
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obtenida con el  oligonucleótido T3 presentó homología con el gen fkbC y la secuencia del 

extremo  T7 mostró homología con el gen fkbA. La baja eficiencia de resultados positivos, 

puesto que un único clon de 8 analizados presentaba la secuencia buscada a pesar de que 

todos ellos presentaban amplificación específica, puede ser debido a que la zona rastreada es 

una zona altamente repetida en el genoma. Los genes codificantes de las policétido sintasas 

presentan varios módulos con dominios repetidos, por lo que en esta zona puede darse una 

alta tasa de recombinación y por ello los cósmidos que contienen esta secuencia están 

probablemente en su mayoría reorganizados. 

3.1.3. Secuenciación de los cósmidos 
Para la secuenciación de los cósmidos de interés se llevaron a cabo dos estrategías. 

Inicialmente, se intentó subclonar los distintos fragmentos obtenidos tras la disgestión de los 

cósmidos. Sin embargo, debido al escaso éxito obtenido con esta estrategía se procedió a la 

secuenciación directa utilizando los cósmidos como molde partiendo de distintos puntos de 

inició de la secuenciación (Ver siguientes apartados).    

• Subclonación de fragmentos 

Como primera estrategia para la secuenciación de los fragmentos clonados en los 

cósmidos de interés, se procedió a la subclonación en los plásmidos pBlue-Script KS y pUC19 

de los fragmentos obtenidos de las digestiones de los cósmidos.  

En un primer momento se digirieron los cósmidos D, F, D1 y D8 con la enzima DraI, 

enzima que libera el inserto clonado en el cósmido Supercos I, obteniéndose 4 bandas: una 

correspondiente al inserto y tres correspondientes al cósmido. Se purificó la banda 

correspondiente al inserto y posteriormente se digirió con distintas enzimas buscando 

patrones de digestión que nos permitieran tener el cósmido dividido en fragmentos de un 

tamaño adecuado para su posterior clonación.  

Inicialmente se digirieron los insertos de los cósmidos D y F con la enzima BamHI, 

obteniéndose fragmentos de entre 500 y 11000 pb (cósmido D) y de entre 400 y 10000 pb 

(cósmido F). Del mismo modo se digirieron los cósmidos D1 y D8 con la enzima StuI, 

obteniéndose fragmentos de entre 1500 y 10000 pb (cósmido D1) y 1500 y 13000 (cósmido 

D8). Dichas bandas se clonaron en los plásmidos pUC19 y pBlue-Script KS digeridos con 

BamHI y StuI, respectivamente. Simultáneamente se probaron distintas enzimas y 

combinaciones de enzimas para obtener distintos patrones de digestión. Las enzimas que se 

probaron para la digestión del cósmido D fueron las siguientes: BamHI, EcoRI, Eco72I, KpnI, 

PstI, PvuII, NotI, StuI, SphI, StuI-PvuII, StuI-Eco72I, EcoRI-NotI, EcoRI-PstI, PstI-NotI, KpnI-

NotI y PstI-EcoRI-NotI. Las enzimas empleadas para la digestión de los cósmido F, D1 y D8 
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fueron: BamHI, EcoRI, Eco72I, KpnI, PstI, PvuII, NotI, StuI, SphI, StuI-PvuII, StuI-Eco72I, EcoRI-

NotI, EcoRI-PstI y PstI-NotI. 

De todos los patrones de  digestión obtenidos se seleccionó para todos los cósmidos la 

combinación de enzimas PstI-NotI, que proporciona un tamaño de bandas entre 400 y 14000 

pb. Los fragmentos de menos tamaño se clonaron en los plásmidos pBlue-Script y pUC19 

digeridos con PstI y NotI. De este modo se consiguió la clonación de alguno de los 

fragmentos más pequeños, pero debido a la dificultad para clonar la mayoría de los 

fragmentos decidimos cambiar de estrategia secuenciando directamente los cósmidos 

partiendo de distintos puntos de inicio. 

• Secuenciación desde varios Ips o puntos de iniciación  

Al conocer la secuencia de los extremos de los cósmidos y disponer de la secuencia de 

los genes de la agrupación génica de tacrolimus fkbM (gen de secuencia conocida situado en 

el extremo derecho de la agrupación) y fkbL (gen de secuencia conocida situado en el extremo 

izquierdo de la agrupación), se procedió a la secuenciación de los insertos en los cósmidos 

utilizando distintos puntos de inicio. Debido a que esta estrategia de secuenciación implica la 

utilización de un número elevado de oligonucleótidos, éstos se nombraron de un modo 

sencillo y ordenado. Se partió de 8 puntos de inicio para la secuenciación (Figura 3.5). 

Cada oligonucleótido se nombró con la consecución de 4 números:  

* El 1er número corresponde a la cadena utilizada para el diseño de los cebadores: el 1  se 

corresponde con la hebra “superior” y el 2 con la hebra “inferior”. 
 

 
Figura 3.5. Representación esquemática donde se muestran las zonas de la agrupación génica de biosíntesis de 
tacrolimus donde anillan las series de oligonucleótidos diseñados para completar la secuenciación de la 
agrupación. Los genes coloreados son los genes de secuencia conocida en el momento de la secuenciación, los 
genes en blanco  son los genes obtenidos al final de la secuenciación. 
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* El 2º número se corresponde con el punto de inicio de la secuenciación.  

Puntos de  inicio de la hebra superior:  

Punto 1: Secuencia obtenida a partir del extremo T7 del cósmido D8. 

Punto 2: Secuencia obtenida a partir de la secuenciación parcial del gen fkbL (con 

oligonucleótidos  fkb9-fkb10). 

Punto 3: Secuencia obtenida a partir de la secuenciación parcial de los genes fkbD y fkbM 

(oligonucleótidos fkb3-fkb4). 

Punto 4: Secuencia obtenida a partir del extremo T7 del cósmido F. 

Puntos de inicio de la cadena complementaria: 

Punto 1: Secuencia obtenida a partir extremo T7 del cósmido F. 

Punto 2: Secuencia del extremo 3´ del gen fkbB (con el fin de secuenciar el gen fkbC).  

Punto 3: Secuencia obtenida a partir de la secuenciación parcial del gen fkbL (con 

oligonucleótidos,  fkb9-fkb10). 

Punto 4: Secuencia obtenida a partir del extremo T7 del cósmido D8. 

* El 3er y 4º número hacen referencia a la sucesión de oligonucleótidos diseñados por 

posición, empezando por el 01 en adelante. Por ejemplo, el oligonucleótido fkb2105 

anilla en la hebra inferior (2), en el extremo T7 del cósmido F (1) y es el 5º cebador (05), 

diseñado a partir de la secuencia obtenida con el cebador fkb2104.  

 En total se diseñaron un total de 76  oligonucleótidos:

Serie 11: 1101…1120         Serie 12: 1201…1206     Serie 13: 1301….1309     Serie 14: 1401…1408  

Serie 21: 2101…2108         Serie 22: 2200…2206      Serie 23: 2301…2319      Serie 24: 2401…2404 
 

De este modo se consiguió secuenciar la zona derecha (corriente abajo del gen fkbD) y la 

zona izquierda (corriente abajo del gen fkbL). Para la zona central, que incluye las policétido 

sintasas, se siguió la misma estrategia, consiguiendo únicamente una lectura de 1 kb 

correspondiente al final del gen fkbC. Esto es debido a la dificultad de diseñar 

oligonucleótidos específicos para secuenciar los genes que codifican las policétido síntasas, 

ya que dichos genes codifican proteínas modulares con dominios altamente repetidos, 

presentando una gran identidad de secuencia. Las secuencias en la mayoría de los casos 

presentaban doble pico de lectura, lo que indicaba que el anillamiento de los 

oligonucleótidos se producía en 2 puntos distintos del ADN.  

Para asegurarnos de que la secuencia obtenida era la correcta y no se habían producido 

fallos de lectura en el proceso de secuenciación se llevaron a cabo varias lecturas de la misma 

zona con cósmidos distintos. En un punto concreto en el proceso de secuenciación de la 

región derecha encontramos divergencia de secuencia del cósmido D con el resto. Tras 
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analizar dicha secuencia se observó que dicho punto de divergencia coincidía con la 

secuencia de reconocimiento de la enzima Sau3A utilizada para la obtención de la genoteca, 

produciéndose la unión de 2 fragmentos Sau3A, por lo que dicho cósmido fue descartado 

para secuenciar la zona derecha de la agrupación. 

3.1.4. Análisis informático de la secuencia de la agrupación génica de 
tacrolimus en S. tacrolimicus 

Previo a este trabajo se habían secuenciado y caracterizado tanto los genes codificantes 

de las PKSs (fkbA, fkbB y fkbC), como los genes fkbL, fkbP y fkbO de la cepa Streptomyces sp. 

MA6548 (Motamedi et al., 1996; Motamedi y Shafiee, 1998).  

Tras la secuenciación de la zona derecha de la agrupación génica obtuvimos 7 ORFs 

nuevos denominados fkbN, fkbQ, orfV, orfW, orfX, orfY y orfZ. En la zona izquierda 

detectamos 17 ORFs nuevos, denominados fkbL, fkbK, fkbJ, fkbI, fkbH, fkbG, orfN, orfM, orfL2, 

orfL, orfG, orfF, orfE, orfD, orfC, orfB y orfA. En total obtuvimos una secuencia nueva de 

32271pb. A continuación se describen todos los genes, agrupados en secciones acorde a su 

posible función que desempeñan en la síntesis de tacrolimus (Figura 3.6). 
 

 

 
 

Figura 3.6. Representación esquemática de la agrupación de genes implicados en la biosíntesis de tacrolimus y 
de los genes adyacentes. El esquema incluye los genes presentes en las bases de datos y los secuenciados en el 
presente trabajo. La línea blanca en el gen fkbG indica que dicho gen está truncado. 
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3.1.4.1. Genes implicados en la síntesis del anillo macrólido de tacrolimus 

La síntesis del policétido macrólido tacrolimus es llevada a cabo por una PKS modular 

de tipo I. La PKS de tacrolimus es un complejo enzimático codificado por tres genes (fkbA, 

fkbB y fkbC) que dan lugar a tres polipéptidos multidominio FkbA, FkbB y FkbC (Motamediet 

al., 1996; Motamedi y Shafiee, 1998). La PKS da lugar a una cadena policetídica lineal a la que 

posteriormente es añadido una molécula de ácido pipecólico, derivada de la lisina, por la 

enzima codificada por el gen fkbL (Motamedi y Shafiee, 1998). Finalmente la molécula en 

formación es activada por una péptido sintasa no ribosomal monomodular producto del gen 

fkbP y el policétido completado con el ácido pipecólico es ciclado por el complejo PKSs-NRPS 

(Motamedi y Shafiee, 1998). 

 El gen fkbB presenta un tamaño de 22620 pares de bases, codificando una proteína de 

7540 aa, con 21 dominios organizados en 5 módulos: el módulo de carga y los 4 primeros 

módulos de elongación (módulos 1-4) (Motamedi y Shafiee, 1998). El módulo de carga es el 

encargado de activar la unidad iniciadora DHCHC, un derivado de la ruta del ácido 

siquímico.  

 El gen fkbC codifica dos módulos de la PKS (módulos 5-6) presentando un total de 11 

dominios, con un tamaño de 10776 pb (3592 aa) y lleva a cabo dos ciclos de elongación 

(Motamedi y Shafiee, 1998). Debido a que la secuencia del gen fkbC no estaba depositada en 

las bases de datos, procedimos a su secuenciación, consiguiendo únicamente la secuencia de 

aproximadamente 1 kb del extremo 3´, ya que como se ha indicado las secuencias 

codificantes de la PKS son zonas altamente repetidas y producen grandes problemas de 

secuenciación. 

 Por último, el gen fkbA es el encargado de desarrollar los cuatro últimos ciclos de 

elongación, para lo que requiere 19 dominios catalíticos repartidos en 4 módulos (módulos 7-

10). Presenta un tamaño de 19260 pb codificando una proteína de 6420 aa (Motamedi et al., 

1996). 

 El gen fkbL codifica una ciclodesaminasa de 346 aa que lleva a cabo la α 

desaminación y ciclación de la lisina para dar ácido pipecólico que posteriormente se 

adiciona a la cadena policétida ya formada (Motamedi y Shafiee, 1998). En este punto del 

proceso de biosíntesis de tacrolimus se centra una de las muchas estrategias que buscan 

aumentar significativamente la producción de tacrolimus y reducir el coste de producción. 

Turlo et al. (2012) adicionaron  al medio de cultivo una concentración óptima de ácido 

pipecólico y nuevos compuestos precursores como ácido picolínico, ácido nicotínico y 
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nicotinamida, tras lo que obtuvieron incrementos en la producción de tacrolimus en S. 

tsukubaensis de 7, 6, 3 y 5 veces, respectivamente. 

 El gen fkbP codifica una péptido sintetasa no ribosomal monomodular (NRPS), 

presentando un tamaño de 1505 aa. Lleva a cabo la activación del ácido pipecólico y su unión 

a la cadena policétida lineal (Motamedi y Shafiee, 1998).   

 El gen fkbQ codifica una tioesterasa de 255 aa. Muestra mayor identidad (87 %) y 

similitud (92 %) con su homólogo FkbQ para la síntesis de tacrolimus de Streptomyces 

kanamiceticus. FkbQ lleva a cabo la ruptura del enlace tioester, liberándose la cadena 

policétida de la péptido sintasa específica de pipecolato (Motamedi y Shafiee, 1998).  

3.1.4.2. Genes implicados en la síntesis de la unidad extendedora metoximalonil-
ACP 

Inmediatamente corriente abajo del gen fkbL, en el proceso de secuenciación, 

encontramos los genes fkbK, fkbJ, fkbI, fkbH y fkbG. Con dichos genes se mantuvo la 

nomenclatura “fkb” por su gran identidad con los homólogos ya descritos en la síntesis de 

FK520 en S. hygroscopicus var. ascomyceticus y que están implicados en la síntesis de la unidad 

extendedora metoximalonil-CoA (Wu et al., 2000).  

La unidad extendedora metoximalonil-CoA es una unidad poco frecuente, aunque está 

presente en la estructura de distintos policétidos. Entre los metabolitos naturales en los que 

se introduce metoximalonato como unidad extendedora se encuentran los anticancerígenos 

geldanamicina, herbimicina, ansamitocina y oxazolomocina; los antifúngicos sorafeno A, 

galbonólido A y bafilomicina;  el inhibidor de fosfatasas tautomicina; y el inmunosupresor 

FK520 (Figura 3.8).  

Todos estos compuestos presentan el grupo de cinco genes u homólogos, fkbK, fkbJ, fkbI, 

fkbH y fkbG, en sus respectivas agrupaciones biosintéticas (Hwang et al., 2013; Karki et al., 

2010; Wenzel et al., 2006; Yu et al., 2002; Zhao et al., 2006).  

La función y disposición de los genes de síntesis de metoximalonato se mantiene 

constante en todas las agrupaciones. Siempre se encuentran cercanos a las PKSs, a excepción 

de la agrupación génica para  la síntesis de  galbonólido A en S. galbus, donde  los genes de 

biosíntesis de la unidad extendedora metoximalonil ACP no se encuentran cerca de ninguna 

PKS multidominio (Karki, 2010).  
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Figura 3.8. Representación gráfica de metabolitos secundarios que presentan en su estructura uno o varios 
grupos metoxilo procedentes de la unidad extendedora metoximalonil-ACP. Los grupos metoxilo coloreados en 
azul son aquellos incorporados por las policétido sintasas a partir de la unidad extendedora metoximalonil-CoA 
durante la síntesis del policétido. El resto de grupos metoxilo son incorporados al policétido mediante 
modificaciones post-PKS, por acción de enzimas con función metiltransferasa. La cadena lateral coloreada en 
beige en las moléculas inmunosupresoras FK506 y FK520 resaltan la única diferencia estructural presente entre 
ambos compuestos.  

 

Destaca que los genes fkbK, fkbJ, fkbI y fkbH (o sus homólogos) mantienen la misma 

organización, con lo que probablemente tienen el mismo origen evolutivo. El gen fkbG se 

encuentra siempre cercano a los genes anteriores, presentando una orientación y localización 

que varía de una agrupación génica a otra, lo que indica una posible aparición posterior a lo 

largo de la evolución. En el caso de la oxazolomicina se ha integrado un nuevo gen 

(relacionado con la síntesis de metoximalonil-CoA) y el equivalente a fkbG se ha insertado 

entre los homólogos de fkbJ y fkbK (Figura 3.9). Debido a la proximidad de estos cinco genes 

(llegando incluso a solapar alguno de ellos) es más que probable que se transcriban como un 

único transcrito policistrónico junto con fkbL. 
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Figura 3.9. Organización de la agrupación de genes de biosíntesis de la unidad extendedora metoximalonil 
ACP presente en la estructura de compuestos policétidos de importante actividad biológica. Los genes 
homólogos se muestran en el mismo color. En el caso de fkbG de S. tacrolimicus se muestra en color morado claro 
el fragmento delecionado.  

 

A continuación se muestran los resultados de la secuenciación para la agrupación de 

genes para la síntesis de la unidad extendedora metoximalonil-ACP: 

 El gen fkbH codifica una proteína de 362 aa. Muestra mayor identidad (91 %) y 

similitud (95 %) con su homólogo FkbH para la síntesis de tacrolimus de S. kanamiceticus. El 

producto del gen fkbH lleva a cabo el primer paso en la síntesis de la unidad extendedora 

metoximalonil-ACP, presentando actividad glicerol transferasa. FkbH transfiere la fracción 

de glicerol desde un intermediario del C3 de la glicólisis (D-1,3-bifosfoglicerato) al ACP 

(codificado por el gen fkbJ) para formar gliceril-S-ACP (Chen et al., 2012; Wenzel et al., 2006).  

 El gen fkbI codifica una proteína de 366 aa, presentando mayor identidad (93 %) y 

similitud (94 %) con su homólogo FkbI de S. kanamiceticus. Presenta un dominio acil-CoA 

deshidrogenasa y lleva a cabo la oxidación FAD dependiente del Cβ  (Chen et al., 2012; Wu et 

al., 2000). 

 El gen fkbJ codifica una proteína de 86 aa. Muestra una identidad del 88 % y una 

similitud del 92 % con su homólogo FkbJ de S. kanamiceticus. Presenta un dominio ACP 

(transportador de grupos acilo) cercano al extremo carboxilo terminal, necesario para la 
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incorporación de metoximalonil a la cadena policétida. Las  AT (aciltransferasas) de los 

módulos 7 y 8 utilizan como unidad extendedora metoximalonil-ACP en lugar de 

metoximalonil-CoA (Chen et al., 2012; Reeves et al., 2002) (Figura 3.10).  

 El gen fkbK codifica una proteína de 282 aa. Muestra una identidad del 92 % y una 

similitud del 95 % con su homólogo FkbK de S. kanamiceticus. Presenta actividad gliceril-ACP 

oxidoreductasa (Chen et al., 2012; Wu et al., 2000).   

 El caso más significativo es el del gen fkbG, estando presentes únicamente los 

nucleótidos que codifican los primeros 41 aa (extremo 5´) y los últimos 99 aa (extremo 3´) de 

la proteína en comparación con FkbG de S. kanamiceticus, que contiene 222 aa. Estos dos 

fragmentos se encuentran separados por cinco nucleótidos, lo que supone marcos de lectura 

distintos. Dichos fragmentos presentan una identidad del 88 y 93 % y una similitud del 93 y 

97 %, respectivamente con FkbG de S. kanamiceticus. Los últimos 99 aa presentan un dominio 

conservado metiltransferasa, no estando completo dicho dominio por la ausencia de parte de 

la proteína, por lo que no puede ser funcional.  

 
 
Figura 3.10. Ruta de biosíntesis de la unidad extendedora metoximalonil ACP (MM-ACP). La síntesis de MM-
ACP tiene lugar a partir del intermediadio glicolítico 1,3-bifosfoglicerato mediante la intervención de FkbJHKIG. 
Fuente: Figura modificada de Barreiro y Martínez-Castro (2014). 
 

Para comprobar que el truncamiento del gen fkbG no se debe a una reorganización 

realizamos una PCR con oligonucleótidos que flanquean la zona delecionada (fkbG1 y 

fkbG2). La reacción de PCR se realizó a partir de ADN genómico de S. tacrolimicus (cepa 

original disponible en laboratorio y cepa pedida de nuevo a la ATCC) y a partir del cósmido 

D8 utilizado en el proceso de secuenciación. Si la deleción es real se obtendría una 

amplificación de 630 pb, mientras que en  caso contrario obtendríamos una banda de 870 pb. 

En todos los casos obtuvimos la banda de 630 pb, lo que indica que este gen se encuentra 

truncado en esta cepa (Figura 3.11). Dicho resultado fue confirmado mediante secuenciación 
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de los productos amplificados. Posteriormente otros autores han descrito dicha deleción en 

el gen fkbG, aunque sin entrar en detalle (Mo et al., 2011). 

El producto génico de fkbG lleva a cabo la metilación del Cα del hidroximalonil-ACP 

para dar metoximalonil-ACP (Wu et al., 2000). Dicha metilación es esencial para la actividad 

inmunosupresora, ya que los derivados no metilados de tacrolimus en C12 y C15 (13-O 

demetil FK506 y 15-O demetil FK506) no presentan actividad farmacológica 

inmunosupresora (Iwasaki et al., 1995). 

  
 

Por lo tanto, debido a que el gen fkbG está truncado, y a que dicha deleción no está en 

marco de lectura, la proteína no puede ser funcional, por lo que no sería posible la metilación 

de C13 y C15 necesarios para la obtención de tacrolimus. Sin embargo, dicha cepa ha sido 

caracterizada por distintos grupos de investigación como productora de tacrolimus (Shafiee, 

1994; Singh y Behera, 2009). Una posible explicación sería que el gen orfG, que se encuentra 6 

ORFs corriente arriba de fkbG, lleve a cabo la reacción de metilación, ya que al igual que fkbG 

se trata de una O-metiltransferasa.  

El gen orfG codifica una proteína de 273 aa. Este ORF fue secuenciado en S.tacrolimicus y 

depositado  en  las  bases  de  datos posteriormente  a nuestro trabajo de secuenciación (Mo 

et al., 2011). Existe una diferencia de secuencia de 1 nt entre nuestra secuencia y la secuencia 

depositada en las bases de datos, concretamente en el codón de inicio, siendo en nuestra 

lectura el codón de inicio una Valina (GTG) y en la secuencia depositada en las bases de 

datos una Metionina (ATG). La secuencia muestra mayor identidad (42 %) y similitud (60 %) 

con una O-metiltransferasa de Streptomyces nogalater (SnogM) implicada en la síntesis de 

nogalamicina (Torkkell et al., 2001) y presenta un dominio metiltransferasa muy conservado.  

 

λ−PstI

 

ADNg D8 ADNg

630 pb

Figura 3.11. Análisis mediante PCR del gen fkbG. Carril 1, DNA del 
fago λ digerido con la enzima de restricción PstI; carriles 2 y 4, ADN 
genómico de S. tacrolimicus; carril 3, cósmido D8. 
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3.1.4.3. Genes implicados en la síntesis de la unidad iniciadora  
 

 El gen fkbO codifica una proteína de 332 aa. Inicialmente fue caracterizada como una 

C9 hidroxil oxidasa responsable de la oxidación postPKS del C9 del macrólido (Motamedi et 

al., 1998), recientemente se ha demostrado que dicha oxidación está realmente catalizada por 

la proteína tipo citocromo P450 oxidorreductasa, FkbD (Chen et al. 2013)(ver apartado 

3.1.4.5).  

La correcta caracterización del gen fkbO fue realizada por Andexer et al. (2011) 

coincidiendo con el desarrollo de nuestro trabajo. Dichos autores describieron una nueva 

familia de enzimas con actividad corismatasa tipificadas por FkbO/RapK. Tanto el gen fkbO 

de la agrupación génica de FK506 en S. tsukubaensis como sus homólogos fkbO de la 

agrupación de FK520 en la cepa S. hygroscopicus subsp. ascomyceticus y rapK de la agrupación 

de rapamicina en S. hygroscopicus, codifican una corismato hidrolasa que cataliza la hidrólisis 

de corismato en piruvato y ácido 4,5 Dihidroxiciclohena-1,5-dienocarboxílico (DCDC). En un 

paso posterior de reducción el DCDC dará lugar a ácido 4,5 dihidroxiciclohex-1-

enecarboxílico (DHCHC), unidad iniciadora de la síntesis de tacrolimus, aunque se 

desconoce la proteína que cataliza dicha reacción (Andexer et al., 2011) (Figura 3.7). 

Recientemente la proteína FkbO ha sido cristalizada, lo que ha permitido caracterizar la 

estructura y mecanismo catalítico de esta familia de corismatasas. Los análisis estructurales 

de la proteína muestran tres dominios distintos: dominio N-terminal, dominio central y 

dominio C-terminal, siendo éste el dominio más conservado entre las distintas corismatasas. 

El centro activo se situa entre el dominio central y el dominio C-terminal (Juneja et al., 2014). 
  

 

 

 
 

Figura 3.7. Ruta de biosíntesis de la unidad iniciadora DHCHC a partir de corismato. FkbO hidroliza el 
corismato en piruvato y DCDC. Posteriormente éste se convierte en DHCHC mediante una proteína desconocida 
hasta el momento.  Fuente: Imagen modificada de Andexer et al. (2011). 

 
Puesto que FkbO es esencial para la síntesis de la unidad iniciadora DHCHC, se ha 

propuesto el paso de corismato a DCDC como un punto clave en la síntesis de tacrolimus, 

pudiendo llegar a constituir un cuello de botella en la biosíntesis del inmunosupresor. 
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Estudios realizados en Streptomyces sp. GT1105 indican que la sobreexpresión de fkbO 

produce un aumento de la producción de tacrolimus del 55 al 65 % (Kim et al., 2013). 

Por otro lado, el gen fkbO es el objetivo principal para la síntesis de nuevos compuestos 

análogos a tacrolimus con potencial actividad inmunosupresora. Trabajos recientes muestran 

nuevos compuestos obtenidos mediante la deleción en marco del gen fkbO seguido de 

enriquecimiento del medio de cultivo con posibles precursores que puedan ser incorporados 

en el módulo de carga de FkbB en lugar de la unidad iniciadora DHCHC. De este modo se 

han obtenido los análogos 31-demetoxitacrolimus, TC-225 y 32-dehidroxitacrolimus, posibles 

candidatos a nuevos fármacos para el tratamiento de enfermedades inmunológicas (Ban et 

al., 2013a; Kim et al., 2013). Del mismo modo se han obtenido análogos de rapamicina 

mediante deleción del gen rapK (Kendrew et al., 2013).   

3.1.4.4. Genes implicados en la síntesis de  la unidad extendedora alilmalonil-CoA 

Inmediatamente corriente arriba de fkbG, nos encontramos una agrupación de 4 genes 

responsables de la síntesis de la unidad extendedora alilmalonil-CoA, denominados en 

nuestro trabajo orfL, orfL2, orfM y orfN, y nombrados posteriormente allA, allK, allR y allD 

(Goranovic et al., 2010) y tcsA, tcsB, tcsC y tcsD (Mo et al., 2011), respectivamente. 

La cadena lateral alilo en el C21 de tacrolimus es estructuralmente única entre los 

policétidos, además de ser esencial para ejercer su actividad biológica. Por ello, 

recientemente varios grupos han publicado trabajos centrados en la agrupación de los genes 

de biosíntesis de la unidad extendedora alilmalonil-CoA aunque con objetivos diferentes. 

Por un lado, se ha buscado incrementar la producción de tacrolimus. En este sentido Chen et 

al. (2012) han logrado un aumento de la producción de un 150 % en S. tsukubaensis mediante 

la duplicación de las agrupaciones de genes que dan lugar a la formación de las unidades 

extendedoras metoximalonil-CoA y alilmalonil-CoA junto con la suplementación optimizada 

de glucosa. Por otro lado, se han buscado compuestos análogos a tacrolimus con posible 

actividad biológica. Varios análogos han sido obtenidos por sustitución de la cadena lateral 

alilo del C21 entre los cuales merece especial mención el 36-metil-FK506 (=FK506D) obtenido 

mediante enriquecimiento del medio con ácido 4-metilpentanoico (Lechner et al., 2013) y que 

podría tener importantes aplicaciones industriales ya que presenta mayor actividad 

inmunosupresora y neurorregenerativa que tacrolimus pero con menor toxicidad (Yoon et 

al., 2013).  

A continuación se muestra los resultados de la secuenciación para la agrupación de 

genes implicados en la síntesis de la unidad extendedora alilmalonil-CoA: 
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 El gen orfL (tscA/allA) codifica una proteína de 429 aa, presenta la mayor identidad 

(88%) y similitud (92%) con su homólogo TcsA de S. kanamyceticus. Dicha proteína presenta 

un dominio AT y un dominio ACP. TcsA carga una unidad de malonato que posteriormente 

será condensada con una unidad de propionil-CoA para dar lugar a ACP-β-ceto-pentanoato 

(Mo et al., 2011) (Figura 3.12). 

 El gen orfL2 (tscB/allK) codifica una proteína de 796 aa, presentando la mayor 

identidad (86%) y similitud (90%) con su homólogo TcsB de S. kanamyceticus. Dicha proteína 

presenta dos dominios β-ceto-acilo sintasas (KS) inusuales, presentando mayor similitud con 

un sistema  PKS del género Burkholderia, cuya función no ha sido descrita. Cabe destacar que 

los  análisis filogenéticos muestran que los dominios codificados por orfL y orfL2 (tcsA y tcsB) 

se enmarcan entre las PKS tipo I y tipo II. El dominio AT de OrfL (TcsA) presenta similitud 

con AT asociadas a PKS tipo I , mientras que el dominioo ACP se parece al dominio ACP 

para la síntesis de ácidos grasos y se sitúa entre las PKS tipo I y tipo II con respecto a los 

dominios ACP. De igual manera el análisis del fragmento Nt del dominio KS (448 aa) de 

OrfL2 (TcsB), lo sitúa entre las PKS tipo I y tipo II con respecto a los dominios KS, mientras 

que el extremo carboxilo terminal del dominio KS (320 aa) está filogenéticamente relacionado 

con las PKS tipo II (Mo et al., 2011). Por tanto, ésta inusual estructura de dominios sugiere un 

nuevo tipo de PKS, no pudiendo ser clasificadas en ninguno de los tres tipos más comunes 

de enzimas PKS caracterizados hasta el momento. 

OrfL2 (TcsB) carga la unidad propionil-CoA y cataliza la condensación con la unidad  

malonato cargada en TcsA (OrfL). Para las siguientes reacciones de cetorreducción y 

deshidratación del grupo ceto del Cβ, se ha propuesto a enzimas del hospedador tipo FAS 

(sintasas de ácidos grasos), ya que TcsB carece de los dominios KR (cetorreductasa) y DH 

(deshidratasa) (Mo et al., 2011).  

 El gen orfM (tcsC/allR) codifica una proteína de 443 aa, presentando mayor identidad 

(93%) y similitud (97%) con su homólogo TcsC de S. kanamyceticus. OrfM presenta una 

identidad del 60 % y una similitud del 73 % con FkbS, la crotonil-CoA reductasa implicada 

en la síntesis de FK520. FkbS participa en la ruta de síntesis de la unidad extendedora 

etilmalonil-CoA, llevando a cabo una carboxilación reductora del enoil-CoA ester (Wu et al., 

2000). De manera semejante, TcsC cataliza una reacción carboxilativa reductora para 

convertir el trans-2 pentenoil-ACP en propilmalonil-ACP (Mo et al., 2011). El trabajo 

realizado por Kosec et al. (2012) muestra que la inactivación del gen allR (orfM) provoca la 

pérdida completa de producción tanto de tacrolimus como de FK520 en S. tsukubaensis NRRL 

18488. Sin embargo, la producción de tacrolimus es recuperada si se añade al medio de 

cultivo el precursor alilmalonil-S-N-acetilcisteamina. Debido a que la producción de FK520 
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en fermentaciones de S. tsukubaensis alcanza un 20 % de la producción total, aumentando el 

coste del producto final debido a la necesidad de retirarlo, la inactivación del gen orfM 

permitiría eliminar los compuestos análogos a tacrolimus, conduciendo a la producción 

exclusiva de tacrolimus y por tanto aumentando el rendimiento de producción.  

Sin embargo, los resultados de Mo et al. (2011) muestran que la agrupación de genes 

tcsABCD (que presentan una identidad del 100 % con sus homólogos allAKRD) está 

implicada únicamente en la síntesis de tacrolimus y no de ascomicina, de manera que la 

deleción de cualquiera de estos genes implicaría la pérdida total de producción de 

tacrolimus.  

 El siguiente paso para la síntesis de la unidad extendedora alilmalonil-CoA, lo lleva a 

cabo OrfN (TcsD/AllD). Dicha proteína presenta un tamaño de 386 aa y muestra la mayor 

identidad (90 %) y similitud (94 %) con su homólogo TcsD de S. kanamyceticus.  Presenta 

actividad acil-CoA deshidrogenasa y cataliza la deshidrogenación del propilmalonil-ACP 

para dar lugar a alilmalonil-ACP, que posteriormente será cargado en el módulo 4 de la PKS 

de la síntesis de tacrolimus. Alternativamente, otra posibilidad para la síntesis de alilmalonil-

CoA consiste en la actuación inicial de TcsD que convierte el 2-pentenil-ACP en 2-4 

pentadienil-ACP, el cual mediante una carboxilación reductora, llevada a cabo por TcsC, 

rinde alilmalonil-ACP (Mo et al., 2011) (Figura 3.12).  
 

 
 

Figura 3.12.  Ruta biosintética de la unidad extendedora alilmalonil-CoA. La policétido sintasa codificada por 
los genes orfL y orfL2 y posiblemente en coordinación con la sintasa de ácidos grasos del hospedador, cataliza la 
síntesis de trans-2-penteacil ACP. Posteriormente, éste es reducido por OrfM para formar propilmalonil ACP que 
finalmente es convertido a alilmalonil-CoA por medio de OrfN. Fuente: Modificado de Mo et al. (2010). 
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3.1.4.5. Genes implicados en las modificaciones post-PKS: Funcionalización del 
policétido 

Una vez formado el anillo macrolactónico tienen lugar una serie de modificaciones post-

PKS que permiten su completa funcionalización. Las reacciones de maduración incluyen una 

oxidación en el C9 y una O-metilación en el C31 y son realizadas por FkbD y FkbM, 

respectivamente. 

Las reacciones de oxidación y metilación se catalizan de manera paralela e independe. 

Los paramétros cinéticos muestran que ambas modificaciones compiten en la ruta de 

maduración de tacrolimus, presentando FkbD y FkbM una baja especificidad de substrato 

(Chen et al., 2013). 

 El gen fkbD codifica una proteína de 388 aa y presenta actividad citocromo P450 

oxidorreductasa. FkbD cataliza la oxidación del C9 mediante dos reacciones sucesivas de 

oxidación. En un primer paso, FkbD introduce un grupo hidroxilo en C9 formándose el 

producto intermediario 9-hidroxil-FK506 o 9-hidroxil-31-O-desmetil-FK506. Posteriormente 

este producto intermedio se vuelve a unir al centro activo de FkbD, catalizándose la 

oxidación del grupo hidroxilo del C9 a grupo ceto y formándose 31-O-desmetil-FK506 (Ban 

et al., 2013b; Chen et al., 2013; Motamedi et al., 1998) (Figura 3.13). 
 

 

 
 
 

Figura 3.13. Modificaciones post-PKS que permiten la funcionalización de FK506. Las modificaciones post-PKS 
incluyen la oxidación del C9 y la O-metilación del C31, que son llevadas a cabo por la citocromo P450 hidroxilasa 
FkbD y por la metiltransferasa FkbM. Existen dos rutas paralelas que permiten la funcionalización de FK506. 
Fuente: Figura modificada de Ban et al. (2013b). 
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 De manera simultánea actúa FkbM, una metiltransferasa de 260 aa con actividad 31-

O-desmetil-FK506 metiltransferasa dependiente de S-adenosinametionina (SAM) que 

cataliza la O-metilación del C31. FkbM es incapaz de metilar los carbonos C13 y C15, aunque 

debido a su baja especificidad de sustrato puede metilar el 31-desmetil-FK520 con la misma 

eficiencia que su sustrato natural (Chen et al., 2013; Motamedi et al., 1996; Shafiee et al., 1994).  

Ambas modificaciones post-PKS son esenciales para que FK506 presente sus 

propiedades inmunosupresoras al completo, ya que el 31-O-desmetil-FK506 presenta una 

reducción de unas 10 veces de las propiedades inmunosupresoras y el 9-deoxo 31-O-

desmetil-FK506 presenta menor actividad que el anterior (Ban et al., 2013b; Motamedi et al., 

1996). 

3.1.4.6. Genes reguladores 

Uno de los principales objetivos de la secuenciación, era la caracterización de los 

posibles genes reguladores de ruta para la síntesis de tacrolimus en S.tacrolimicus. Como 

resultado de la secuenciación localizamos 4 posibles reguladores de ruta denominados fkbN, 

orfD, orfX y orfW.  

* Inmediatamente corriente abajo de fkbM, encontramos a fkbN.  Dicho gen codifica 

una proteína de 922 aa que presenta alta similitud de secuencia con reguladores 

transcripcionales de la familia LAL presentes en las agrupaciones génicas de biosíntesis de 

policétidos, como son los inmunosupresores FK520, rapamicina y tautomicetina (Hur et al., 

2008; Kuscer et al., 2007; Wu et al., 2000); los antitumorales geldanamicina y herbimicina (He 

et al., 2008; Rascher et al., 2005); el antihelmíntico avermectina (Kitani et al., 2009); y los 

antibióticos monensina y picromicina (Oliynyk et al., 2003; Wilson et al., 2001). 

Las comparaciones mediante BLAST muestran alta identidad y similitud con otros 

reguladores de la biosíntesis de inmunosupresores: 89/92% con FkbN de S. kanamyceticus, 

82/89 % con FkbN de S. tsukubaensis, 75/83% con FkbN de la agrupación génica de FK520 de  

S. hygroscopicus var. ascomyceticus y 60/72% con RapH de la agrupación génica de rapamicina 

de S. hygroscopicus.  

Los reguladores de la familia LuxR se caracterizan por presentar un tamaño de no más 

de 250 residuos. Sin embargo, el regulador MatT del regulón de la maltosa de E. coli presenta 

un tamaño de 901 aa, tipificándose la subfamilia de reguladores nombrados con el acrónimo 

LAL (Large ATP-binding regulators of the LuxR family) (De Schrijver y De Mot, 1999). Además 

del mayor tamaño, es característica la presencia de un motivo HTH de unión a ADN 

conservado en el extremo C-terminal y de sitios de unión a ATP en el extremo N-terminal. 

La secuencia de aa de FkbN presenta ambos dominios altamente conservados: un motivo 

HTH en el extremo C terminal y motivos WalkerA y WalkerB de unión a nucleósidos 
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trifosfato en el extremo N-terminal (Walker et al., 1982) (Figura 3.14 A). Estos motivos 

también se encuentran conservados en otros reguladores de biosíntesis de policétidos de 

distintas especies de Streptomyces, como son FkbN de biosíntesis de FK520, RapH 

(rapamicina), GdmRI y GdmRII (geldanamicina), AveR (avermectina), PikD (picromicina), 

TmcN (tautomicetina) y NysRI (nistatina) (Figura 3.14 B).  

Aunque en el momento de comenzar este trabajo no se había secuenciado ninguna 

agrupación génica de tacrolimus, a día de hoy se han secuenciado las agrupaciones de 

Streptomyces sp. KCTC 11604BP, S. tacrolimicus y S. kanamyceticus, siendo el gen fkbN el único 

regulador común a todas ellas. Recientemente se han caracterizado los reguladores FkbN de 

Streptomyces sp. KCTC 11604BP (Mo et al., 2012) y de S. tsukubaensis (Goranovic et al., 2012), 

actuando en ambas agrupaciones como regulador positivo de la transcripción. Debido a que 

uno de los objetivos de este trabajo era el estudio de los genes reguladores de ruta, este gen 

fue posteriormente caracterizado en la agrupación génica de S. tacrolimicus (ver apartado 

3.3.1.1). 
 

 

 
Figura 3.14. A) Esquema de los dominios presentes en la proteína FkbN. B) Alineamiento de la secuencia de aa 
de dichos dominios con otros reguladores tipo LAL. Los residuos idénticos están sombreados en negro, los 
similares están sombreados en gris y los conservados se encuentran sombreados en azul. 

 



 

 

128 Resultados y Discusión 

Corriente abajo del gen fkbN localizamos otros dos posibles reguladores de ruta, que 

denominamos orfW y orfX. 

* El gen orfW codifica una proteína de 158 aa. Muestra alta identidad y similitud con 

reguladores de la familia Rrf2, siendo la más alta (61 %/72 %) con un regulador 

transcripcional de Saccharopolyspora erythraea de función desconocida. 

La familia Rrf2 engloba distintos reguladores transcripcionales entre los que se 

encuentran el regulador de estrés inducido por NO denominado NsrR (nitrite sensitive 

repressor), caracterizado inicialmente en Nitrosomonas europaea (Beaumont et al., 2004), el 

factor de transcripción que regula la agrupación hierro-azufre IscR (iron sulphur cluster 

regulator) caracterizado inicialmente en E. coli (Schwartz et al., 2001) y el regulador de hierro 

RirA de Rhizobium leguminosarum (Todd et al., 2002). NsrR interviene en la detoxificación de 

NO a NO2 o NO3-, regulando al menos 30 genes incluyendo hmp, que codifica una 

flavohemoglobina detoxificadora de NO. NsrR presenta una agrupación [2Fe-2S] que se 

nitrosila en presencia de NO, perdiendo la proteína la capacidad de unión a ADN y 

permitiendo así la transcripción de los genes que regula (Filenko et al., 2007; Tucker et al., 

2008).  

Por otro lado, IscR interviene en la regulación de la transcripción de los genes de 

ensamblaje de la agrupación Fe-S (Fe y cisteína) en proteínas de Fe-S y regula tanto el operón 

principal del sistema de biosíntesis de dichas proteínas, denominado iscRSUA-hscBA-fdx, 

como otros sistemas adicionales, como la agrupación génica sufABCDSE, entre otros. IscR 

contiene una agrupación [2Fe-2S] que puede ser reversiblemente oxidado y reducido. 

Cuando las proteínas Isc, Hsc y los componentes de la agrupación de Fe-S alcanzan una 

concentración celular adecuada, el regulador IscR adquiere una agrupación Fe-S, 

reprimiendo la transcripción del operón isc y activando el operon suf. Por lo tanto, IscR 

puede actuar tanto como activador como represor de los operones que regula (Giel et al., 

2006; Schwartz et al., 2001).  

Por último, el regulador RirA (rhizobial iron regulator) actúa como represor de al menos 8 

operones cuya transcripción está mediada por respuesta al hierro y cuyos productos génicos 

están involucrados en la síntesis o la captación de sideróforos, o en la captación de grupos 

hemo u otras fuentes de hierro (Todd et al., 2002). Con concentraciones elevadas de hierro el 

regulador RirA se une a las secuencias operadoras IRO (iron-responsive operator) de los 

promotores de los genes que regula e impide su transcripción (Yeoman et al., 2004). 

Aunque no existen características comunes a todos los reguladores de la familia Rrf2 

gran parte de sus miembros presentan un dominio de unión a ADN tipo HTH y 3 residuos 

conservados de cisteína necesarios para llevar a cabo la actividad represora. La presencia de 
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las cisteínas no está correlacionada con el dominio HTH de unión a ADN. En nuestro caso, 

vemos que OrfW presenta tanto el dominio de unión HTH como los 3 residuos de cisteína 

cercanos al extremo C-terminal (Figura 3.15). 

 

 
 
 Figura 3.15. A) Esquema del  dominio HTH presente en la proteína OrfW junto con los tres residuos de 
cisteína conservados. B) Secuencia de aa de los extremos N-terminal y C-terminal de la proteína OrfW. Con un 
asterisco se señalan las cisteínas conservadas. 

 

Aunque no se ha descrito que los reguladores de la familia Rrf2 actuen como 

reguladores específicos de la transcripción de metabolitos secundarios, debido a su 

proximidad a la agrupación OrfW sí podría afectar a su producción. Por ello, procedimos a 

su interrupción y posterior caracterización (ver apartado 3.3.1.4). 

* Inmediatamente corriente abajo del gen orfW encontramos otro gen, al que 

denominamos orfX, codificante de una proteína de 340 aa. OrfX presenta la mayor 

identidad/similitud (84/89%) con un regulador transcripcional de la familia LacI/GalR de 

Streptomyces sp. SPB74. Los miembros de la familia LacI (>1000) presentan un dominio HTH 

de unión a ADN en el extremo amino terminal y un dominio de unión al ligando situado en 

el extremo carboxilo terminal, pudiendo unir gran variedad de efectores que normalmente 

están relacionados metabólicamente con los operones regulados (Weickert y Adhya, 1992). 

Aunque la mayoría de sus miembros unen carbohidratos como la D-galactosa (GalR) y la D-

fucosa (GalS), β-galactósidos (LacI y EbgR), maltosa (MalI), D-fructosa (FruR y ScrR), D-

ribulosa (RbtR) o rafinosa (RafR), también pueden actuar como ligandos nucleósidos como 

citidina y adenosina (CytR) (Hammer-Jespersen, 1983) e hipoxantina y guanina (PurR) 

(Rolfes y Zankin, 1990). Debido al carácter represor de estos reguladores, la unión del 

ligando efector puede tanto reducir (inductor) como incrementar (co-represor) la afinidad de 

unión al ADN, alterando por tanto los niveles de transcripción de los genes situados 

corriente abajo. Excepcionalmente, algunos miembros como CcpA (proteína del control 

catabólico del carbono) actúan tanto como activador como represor (Schumacher et al., 2007). 
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En cualquier caso, los miembros de esta familia de reguladores están relacionados con el 

transporte y catabolismo de carbohidratos, aminoácidos y nucleósidos en respuesta a señales 

ambientales o cambios en las condiciones metabólicas, controlando la expresión de un 

operón o de una serie de operones relacionados, por lo que en principio, no se esperaría que 

actuara como regulador específico de ruta de la síntesis de tacrolimus. Sin embargo, debido a 

la proximidad de este gen a los genes estructurales de la agrupación génica de tacrolimus, 

procedimos a su interrupción y posterior análisis. 

* Por último, y situado en la zona izquierda de la agrupación génica, encontramos el 

gen orfD. El gen orfD codifica una proteína de 228 aa, la cual muestra la mayor identidad y 

similitud (48/64%) con un regulador transcripcional de la familia TetR de Streptomyces 

griseus. Los reguladores de la familia TetR contienen un dominio de unión a ADN 

conservado tipo HTH en el extremo N-terminal  y regulan genes cuyos productos están 

implicados en la resistencia a drogas, enzimas implicadas en distintas rutas catabólicas, 

biosíntesis de antibióticos, estrés osmótico o patogenicidad. Las proteínas tipo TetR actúan 

como dímeros que reconocen una secuencia operadora que presenta simetría de pareja, 

actuando en su mayoría como represores de la transcripción. La unión de una molécula 

inductora al dominio no conservado de los miembros de la familia TetR produce un cambio 

conformacional en el dominio conservado de unión a ADN, liberándose el represor de la 

zona operadora del promotor que regula, permitiendo el acceso a la ARN polimerasa y 

produciéndose así la transcripción (Ramos et al., 2005). Sin embargo, existen algunos 

miembros de la familia TetR que pueden actuar como activadores de la transcripción, 

aunque el mecanismo por el que media la activación no ha sido descrito (Alatoom et al., 2007; 

Chatterjee et al., 2007; Hirano et al., 2008; Pompeani et al., 2008).  

Destaca la presencia en la secuencia de orfD del codón para la leucina TTA (UUA). El 

codón para la leucina TTA es el codón más raro en el genoma de los estreptomicetos con alto 

contenido en CG. Se ha observado que dicho codón no está presente en los genes necesarios 

para el crecimiento vegetativo, mientras que sí está presente en algunos genes implicados en 

el metabolismo secundario y el desarrollo morfológico (Leskiw et al., 1991). La mayor parte 

de los genes que contienen el codón TTA son específicos de especie y son adquiridos por 

transferencia horizontal. Algunos de los genes que contienen el codón TTA tienen función 

desconocida aunque se piensa que dichos genes confieren alguna ventaja ecológica. Muchos 

de los genes con codones TTA y función conocida se encuentran en las agrupaciones génicas 

de síntesis de metabolitos secundarios y de ellos más de la mitad son reguladores de ruta 

(Chandra y Chater, 2008; Chater y Chandra, 2008), como el propio fkbN. 
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Por la presencia de un codón TTA en el gen orfD y por su proximidad a los genes 

estructurales de la agrupación génica, consideramos dicho gen como buen candidato a 

regulador específico de ruta, por lo que procedimos a su posterior caracterización (ver 

aprtado 3.3.1.2). 

3.1.4.7. Otros genes 

Para obtener la secuencia de la zona derecha del cluster secuenciamos el cósmido E 

completo, detectando 5 ORFs nuevos situados corriente arriba de fkbQ denominados orfV, 

orfW, orfX, orfY y orfZ. Los genes orfW y orfX los hemos descrito previamente como posibles 

reguladores de la agrupacion de biosíntesis de tacrolimus en S. tacrolimicus por su 

localización cercana a la agrupación génica central.  

* El gen orfV codifica una proteína de 503 aa, presentando la mayor identidad (58 %) y 

similitud (68 %) con un transportador “major facilitator superfamily MFS_1” de Streptomyces 

fulvissimus. Los transportadores de esta superfamilia se caracterizan por realizar el transporte 

de pequeños solutos (Martín y Liras, 2010; Pao et al., 1998). Presenta un dominio no 

específico que engloba toda la proteína y es propio de un sistema efflux. Este gen no parece 

estar relacionado con la síntesis directa de tacrolimus, aunque podría estar dentro del cluster 

de biosíntesis, ya que orfV presenta una identidad/similitud  del 38/54 % con el gen actII-

ORF2 (SCO5083) de S. coelicolor (Malpartida y Hoopwood, 1992), que se encuentra dentro del 

cluster de la actinorrodina, que puede estar implicado en la secreción de antibióticos. 

* Inmediatamente corriente abajo del gen orfX se encunetra el gen orfY, que codifica 

una proteína de 723 aa. Muestra la mayor identidad/similitud (84/92 %) con una proteína 

secretada de Streptomyces sp. SPB78. Presenta un dominio de unión a carbohidratos cercano 

al extremo amino terminal. Dicho gen tampoco parece tener una relación directa con la 

síntesis de tacrolimus. 

* Por último, corriente abajo del gen orfY está el gen orfZ, parcialmente secuenciado ya 

que en este punto acaba la secuencia contenida por el cósmido E. Los primeros 339 aa de la 

proteína presentan mayor identidad (90 %) y similitud (93 %) con una glicosil hidrolasa de 

Streptomyces sp. SPB78.  

Con este último gen dimos por finalizada la secuenciación de la zona derecha del cluster 

ya que no consideramos que los dos últimos genes puedan tener una función evidente en la 

síntesis de FK506.  

En cuanto a la zona izquierda de la agrupación génica, detectamos 9 ORFs nuevos 

denominados orfA, orfB, orfC, orfD, orfE, orfF, orfG, orfL, orfL2, orfM y orfN. 
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Los genes orfL, orfL2, orfM y orfN, como ya se ha comentado anteriormente,  fueron 

posteriomente caracterizados como los genes responsables de la síntesis de la unidad 

extendedora alilmalonil-CoA (Goranovic et al., 2010; Mo et al., 2011). 

También hemos comentado anteriormente el gen orfD, propuesto como posible 

regulador de ruta de la agrupación génica de biosíntesis de tacrolimus en S.tacrolimicus, y el 

gen orfG, propuesto como posible sustituto del gen fkbG, que codifica una metiltransferasa 

esencial para la síntesis de la unidad extendedora metilmalonil-CoA y que se encuentra 

truncado en la cepa.  

* Por otro lado, el gen orfF codifica una proteína de 443 aa. Muestra una identidad del 

36 % y una similitud de 54 % con un citocromo P450 de Frankia sp. EAN1pec. Presenta un 

dominio citocromo P450 que engloba la mayor parte de la proteína. Dicho gen podría formar 

parte de la agrupación, ya que los citocromos P450 pueden llevar a cabo un gran número de 

reacciones y son comunes en las agrupaciones de biosíntesis de metabolitos secundarios, 

aunque desconocemos su función. 

* El gen orfE codifica una proteína de 277 aa. Presenta una mayor identidad (51 %) y 

similitud (66 %) con una hipotética proteína de Streptomyces vitaminophilus. No presenta 

ningún dominio conservado. A priori no presenta relación con la agrupación génica de 

biosíntesis de tacrolimus. 

* El gen orfC codifica una proteína de 80 aa, presenta la mayor identidad (58 %) y 

similitud (72 %) con una ferredoxina de Nocardia brasiliensis. Produce alineamiento con un 

gran número de genes que codifican una ferredoxina, la mayoría con función desconocida 

(Tabla 3.1). Las ferredoxinas son un grupo de proteínas que median la transferencia de 

electrones en una gran variedad de reacciones metabólicas. Las ferredoxinas bacterianas 

presentan como centro redox un centro sulfoférrico [4Fe-4S] que se une a la cadena 

polipéptídica mediante uniones covalentes Fe-S a través de 4 residuos conservados de 

cisteína (Otaka y Ooi, 1987) (Figura 3.16 A). 

OrfC presenta en su estructura 3 cisteínas conservadas en lugar de 4, al igual que ocurre 

con sus homólogos RapO implicado en la síntesis de rapamicina (Schwecke et al., 1995), EnrQ 

para la síntesis de enterocina (Piel et al., 2000), LnmB para la síntesis de leinamicina (Tang et 

al., 2004) y SlnE para la síntesis de salinomicina (Jiang et al., 2012) (Figura 3.16 B). La pérdida 

de una cisteína conservada aparece en otras ferredoxinas bacterianas, en cuyo caso la 

proteína se une a un centro redox de [3Fe-4S], que presenta un ión de hierro menos que el 

centro más común de tipo [4Fe-4S] (Beinert et al., 1983; George et al., 1985) (Figura 3.16 A). 
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Figura 3.16. A) Estructura de los centros Fe-S de la proteína ferredoxina. La sustitución de un centro [4Fe-4S] por  
un centro [3Fe-4S] implica la pérdida de un átomo de Fe. La unión a la cadena polipéptídica se realiza a través de 
3 residuos conservados de cisteína mediante enlaces covalentes Fe-S (Fuente: Modificado de Beinert et al., 1983). 
B) Alineamiento de la secuencia de aa de OrfC con otras ferredoxinas caracterizadas. Con un asterisco se 
indican los tres residuos de cisteína conservados que median la unión al centro [3Fe-4S]. Los residuos idénticos 
están sombreados en negro, los similares están sombreados en gris y los conservados se encuentran sombreados 
en azul. 

 
* El gen orfB codifica una proteína de 401 aa. OrfB presenta alineamiento con un gran 

número de citocromos P450 mostrando la mayor identidad (55 %) y similitud (68 %) con un 

citocromo P450 codificado por el gen SACE_1426 de S. erythraea (Tabla 3.1). Su secuencia 

presenta los motivos característicos de citocromos P450, incluyendo los dominios 

conservados de unión al grupo hemo y a oxígeno (Poulos, 1995). 

El gran número de genomas bacterianos secuenciados y depositados en los últimos 

años constituye una importante fuente de información. En el caso de los genes orfC-orfB se ha 

observado que dichos genes presentan la misma organización en distintas especies y cepas  

bacterianas (Tabla 3.1).  

Los citocromos P450 frecuentemente catalizan la hidroxilaxión de sustratos y en el caso 

de los citocromos P450 bacterianos de tipo I requieren el acoplamiento con una ferredoxina 

que transfiere electrones al citocromo P450 desde el NAD(P)H  y una ferredoxina reductasa 

flavin-dependiente que es reducida mediante NAD(P)H formando un operon (Munro et al., 

2007). Dicho operón no es encontrado usualmente en agrupaciones biosintéticas de 

metabolitos secundarios ya que los componentes transportadores de electrones son 

obtenidos frecuentementes del metabolismo celular (O'Keefe y Harder, 1991). Como 

excepciones se encuentran las agrupaciones de biosíntesis de: leinamicina, donde el 
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citocromo P450 LnmA es el responsable de la hidroxilaciones del C4 y C8; salinomicina, 

donde SlnF hidroxila el C20; enterocina, donde EncR hidroxila el intermediario 5-

deoxienterocina, dando lugar a enterocina; y rapamicina, donde RapN es responsable de 

modificaciones postPKS. En todos los casos el gen codificante del citocromo P450 lleva 

asociado un gen codificante de ferredoxina, que se transcribe de manera acoplada llegando a 

solapar unos pocos nucleótidos como es el caso de orfB-orfC y encR-encQ, lo que permite a la 

ferredoxina reducir al citocromo P450 completando así su ciclo catalítico. El gen codificante 

de la ferredoxina reductasa dependiente de NADPH, segunda enzima necesaria para la 

reoxidación del citocromo P450, no se encuentra en ninguno de los casos en la agrupación 

génica y es suplido probablemente por enzimas del metabolismo primario. En el caso de la 

agrupación de saframicina, aunque los genes sfmO3-sfmK se encuentran en la agrupación no 

participan en la biosíntesis del metabolito antitumoral (Li et al., 2009). 

Los genes orfB-orfC, a pesar de encontrarse en las proximidades de la región izquierda 

de la agrupación génica de tacrolimus y aunque pudieran estar relacionados con la síntesis 

de metabolitos secundarios no parecen participar en la biosíntesis del inmunosupresor. 

Además no se encuentran homólogos a estos genes en las proximidades de la agrupación de 

S. tsukubaensis. 

* El gen orfA codifica una proteína de 246 aa. Muestra la mayor identidad (47 %) y 

similitud (62 %) con una 3-oxoacil-ACP reductasa de Saccharopolyspora erythraea. Presenta un 

dominio deshidrogenasa que engloba toda la proteína. En principio tampoco presenta una 

relación directa con la agrupación génica de biosíntesis de tacrolimus. 

Tabla 3.1. Porcentaje de identidad/similitud entre OrfB y proteínas con función citocromo P450 y entre OrfC y 
proteínas con función ferredoxina.  

 OrfB  OrfC 
Especie Referencia o Fuente Proteína o 

Función 
% identidad / 

% similitud 
Proteína/ 
Función 

% identidad/ 
% similitud 

RapN* 46/63 % RapO 50/61 % S. rapamycinicus  
(= S. hygroscopicus) 

Baranasic et al., 2013;  
Molnar et al., 1996; 

Schwecke et al., 1995 

LnmA* 46/65 % LnmB 48/65 % S. atroolivaceus Tang et al., 2004 

EncR* 51/65 % EncQ 46/62 % S. maritimus Piel et al., 2000 

SlnF* 47/64 % SlnE 53/ 67 % S. albus  Jiang et al., 2012 

SfmO3* 47/64 % Sfmk 34/57 % S. lavendulae  Li et al., 2009 

SACE_1426* 55/68 % SACE_1427 50/70 % 
Saccharopolyspora 

erythraea Oliynyk et al., 2007 

(*)El gen codificante de la citocromo P450 se transcribe de manera acoplada con un gen codicante de una ferredoxina.   
 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=67257
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=67257
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En este punto dimos por finalizada la secuenciación de la agrupación de biosíntesis de 

tacrolimus ya que los últimos genes no presentan una relación clara con su síntesis. Además 

de ello, Mo et al. (2011) publicaron con posterioridad a nuestro trabajo la secuencia de la 

agrupación génica de tacrolimus en S. tacrolimicus y en este trabajo tampoco se observan 

genes que a priori estén relacionados con la síntesis de tacrolimus hacia la izquierda de orfA. 

Únicamente es destacable la presencia de un gen, codificante de una PKS de función 

desconocida, situado 6 ORFs hacía la izquierda de orfA y que probablemente pertenezca a 

otra agrupación de metabolitos secundarios, estando los genes intermedios posiblemente 

relacionados con la biosíntesis de ese metabolito. 
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3.2. Secuenciación de la agrupación génica de tacrolimus en 
Streptomyces tsukubaensis NRRL 18488 

Durante el desarrollo de este trabajo, se inició un proyecto en el laboratorio para la 

secuenciación completa del genoma de S. tsukubaensis (Barreiro et al., 2012). Debido a que S. 

tsukubaensis es un productor de tacrolimus y que su agrupación génica de biosíntesis no 

estaba publicada, procedimos a completar la secuencia de la agrupación. 

3.2.1. Organización de la genoteca de cósmidos de S.tsukubaensis NRRL 
18488 

La genoteca de cósmidos de S. tsukubaensis fue ordenada de la misma manera que la 

genoteca de S.tacrolimicus, permitiendo de esta manera la identificación de los cósmidos de 

interés de una manera rápida y eficaz (ver apartado 3.1.1) (Martínez-Castro et al., 2009).  

3.2.2. Rastreo de la genoteca de cósmidos de S. tsukubaensis NRRL 18488 
El rastreo de la genoteca se realizó mediante la técnica de PCR, procediendo de igual 

manera que para el rastreo de la genoteca de S. tacrolimicus (ver apartado 3.1.2). 

3.2.2.1. Diseño de oligonucleótidos específicos para el rastreo de la genoteca 

Para asegurarnos de cubrir la agrupación génica completa de tacrolimus se realizaron 3 

rastreos; zona “derecha”, “izquierda” y “central”, referidas a la representación de la 

agrupación génica en la Figura 3.27. 

Para rastrear la zona derecha se utilizaron los oligonucleótidos denominados fkbM1 y 

fkbM2, que amplifican un fragmento de 722 pb del gen fkbM. Como consecuencia del rastreo 

detectamos 4 cósmidos positivos denominados 17-A6, 18-C9, 14-F11 y 13-H6. Para 

comprobar que los cósmidos contenían la zona de interés secuenciamos los extremos de los 

insertos con los oligonucleótidos universales T3 y T7. Esas secuencias se contrastaron con la 

secuencia disponible en ese momento del genoma, y se comprobó que los cósmidos 14F11 y 

18C9 presentaban una estructura coherente con un tamaño de 41 y 39 kb, respectivamente. 

En el caso de la zona central diseñamos una pareja de oligonucleótidos denominada 

fkbO1 y fkbO2, que amplifica un fragmento de 827 pb correspondiente al gen fkbO. Se realizó 

el rastreo por PCR detectándose 3 cósmidos positivos denominados 3-D8, 16-E9 y 10-H4, de 

los cuales solamente el cósmido 16-E9, de 35 kb, presentaba una secuencia coherente al 

analizar los extremos con los cebadores T3 y T7.  

Y por último, para la región izquierda de la agrupación diseñamos los oligonucleótidos 

fkbL1 y fkbL2 que amplifican un fragmento de 695 pb del gen fkbL. El rastreo dio como 
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resultado 4 cósmidos positivos (5-C2, 13-G3, 11-B4, 17-B4), de los cuales el único coherente 

fue el 5-C2, de 40 kb. 

Al igual que ocurría con la genoteca de S. tacrolimicus, el alto porcentaje de cósmidos no 

coherentes puede ser debido a que la zona de estudio incluye las PKS, que son genes con alto 

contenido de ADN repetido, por lo que pueden haber  ocurrido reorganizaciones en la zona. 

Posteriormente, en el laboratorio se llevó a cabo la secuenciación de los extremos de los 

cósmidos de parte de las placas de microtitulación con los clones individuales ordenados. 

Con los análisis de las secuencias de los extremos de los cósmidos se consiguieron 3 

cósmidos nuevos denominados 4-B10, 2-G8, 18-C9, de 37, 36 y 39 kb, respectivamente. Por lo 

tanto, con el conjunto de los 6 cósmidos conseguimos tener clonada la secuencia de toda la 

agrupación génica de tacrolimus (Figura 3.17).  
 

 

 
 
 

Figura 3.17. Representación esquemática de la agrupación génica de tacrolimus de S. tsukubaensis. Las flechas 
indican la parte de la secuencia de la agrupación clonada en cada cósmido. Las flechas de trazo continuo 
corresponden a los cósmidos obtenidos durante el rastreo de la genoteca y las flechas discontinuas corresponden 
a los cósmidos identificados tras secuenciar los extremos de los cósmidos de las placas individuales de la 
genoteca. 
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3.2.3. Secuenciación del genoma de S. tsukubaensis NRRL 18488 
Se realizó una secuenciación ultrarrápida del genoma de S. tsukubaensis utilizando un 

método de amplificación del ADN por emulsión junto con una secuenciación por síntesis de 

novo utilizando un protocolo de pirosecuenciación optimizado para soporte sólido y en una 

escala de volumen de picolitros (Margulies et al., 2005).  

El ADN genómico fue extraído por el método Kirby (Kieser et al., 2000) a las 60 horas de 

cultivo, tiempo que se corresponde con la fase estacionaria de crecimiento, evitando de este 

modo que ciertas regiones del genoma estuvieran más representadas que otras como 

consecuencia de la replicación del cromosoma. Se llevaron a cabo dos secuenciaciones, una 

primera en la cual se realizaron dos carreras que proporcionaron una lectura inicial del 

genoma y una segunda secuenciación de mejor calidad que fue la usada para el ensamblaje 

final del genoma (Barreiro et al., 2012).  

3.2.3.1. Primera secuenciación del genoma 

Para la primera secuenciación del genoma se realizó una genoteca de extremos 

apareados de 3 kpb, que fue leída en un secuenciador 454 GS FLX (Roche).  

Las secuencias obtenidas fueron ensambladas mediante el software Newbler Assembler 

Software (version 2.3, Roche) (Jarvie y Harkins, 2008). Tras el ensamblaje de novo se 

obtuvieron 243 scaffolds y 5876 contigs que fueron filtrados por tamaños y anotados 

automáticamente en la plataforma GenDB (http://www.cebitec.uni-

bielefeld.de/comics/index.php/gendb) separando los contigs mediante linkers de 12 

nucleótidos (CTAGCTAGCTAG), que contienen codones de paro en los 6 marcos de lectura 

(Meyer et al., 2003). En esta primera secuenciación se llevaron a cabo dos carreras obteniendo 

158,8 y 153,4 Mpb respectivamente, lo que supone una cobertura del genoma de 40x.  

Esta primera secuenciación del genoma presentaba un gran número de contigs y de 

huecos de secuencia (gaps), aunque nos sirvió para localizar la agrupación génica de 

tacrolimus, observando gran cantidad de huecos principalmente en la zona de las PKSs, 

zonas de ADN altamente repetido. Si la longitud del ADN repetitivo es mayor que el tamaño 

de las lecturas, los ensambladores no pueden unir estas regiones, ya que solapan con 

multitud de secuencias, por lo que para secuenciar estas zonas se utilizaron los cósmidos 

identificados en el rastreo de la genoteca.  

3.2.3.2. Segunda secuenciación del genoma 

Debido a que tras la primera secuenciación del genoma existían gran número de 

contings y de huecos en la secuencias, se llevó a cabo una nueva secuenciación utilizando un 

nuevo kit de emPCR (PCR de emulsión) y protocolos actualizados para la serie GS FLX 

http://www.cebitec.uni-bielefeld.de/comics/index.php/gendb
http://www.cebitec.uni-bielefeld.de/comics/index.php/gendb
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Titanium. Los principales cambios consistieron en la adición de un aditivo denominado “em 

PCR additive” a la mezcla de emulsión de PCR. Dicho aditivo de composición desconocida, 

al añadirlo a la mezcla de PCR mejoró la eficiencia de la amplificación y permitió maximizar 

la calidad de la secuenciación. 

Se secuenció únicamente ¼ de placa obteniendo 86 Mpb, que corresponde con una 

cobertura del genoma de 11x, que sumado a las obtenidas en las dos carreras de la primera 

secuenciación supondría una cobertura final del genoma de 52x. Esta última secuenciación 

proporcionó una mejora sustancial de los resultados pasando de 5876 contigs de la primera 

secuenciación a 1399 y de 243 scaffolds a únicamente 14. La nueva secuenciación fue subida 

y editada en la plataforma GenDB, obteniéndose dos secuencias denominadas Mapped y 

Unmapped. Sobre estas secuencias se llevó a cabo un editado manual, uniéndose los scaffolds, 

obteniendo finalmente un cromosoma lineal de 7,62 Mbp y dos plásmidos denominados 

pSTS1 y pSTS2, de 24,7 y 31,1 kpb, respectivamente (Barreiro et al., 2012). 

3.2.4. Editado manual de la secuencia de la agrupación génica de 
tacrolimus 

La primera secuenciación fue editada y subida a la plataforma GenDB, y sobre esa 

secuencia localizamos la agrupación génica de tacrolimus, observando que aparecían gran 

cantidad de huecos de secuencia. Para poder rellenarlos diseñamos oligonucleótidos 

específicos utilizando como ADN molde para la secuenciación manual los cósmidos que 

contenían el fragmento objeto de estudio. Posteriormente, tras la edición de la segunda 

secuenciación se llevó a cabo un editado manual, que en nuestro caso se correspondió con 

una secuencia de aproximadamente 1 Mpb que contenía entre otras la agrupación génica de 

tacrolimus. Para completar la secuencia se utilizaron tanto secuencias obtenidas por 

secuenciación dirigida utilizando los oligonucleótidos diseñados como determinados contigs 

no localizados de la primera y de la segunda secuenciación. 

La agrupación génica de tacrolimus presentó inicialmente 28 huecos, para los que se 

diseñaron 66 oligonucleótidos (ver anexo 6.1.II), nombrados en función de los huecos 

presentes en cada gen y en función de si amplificaban la cadena codificante o la 

complementaria. Por ejemplo, fkbC-21Up amplifica la cadena codificante (Up), el segundo 

hueco de secuencia del gen fkbC (2) y sería el primer cebador diseñado para secuenciar el 

hueco (1).  

Los genes que presentaban más huecos debido a su tamaño y por presentar secuencias 

de ADN altamente repetido fueron las PKSs. Concretamente, el gen fkbA presentó 7 huecos 

en la primera secuenciación, lo que se corresponde con un total estimado de 5378 pb, fkbB 
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presentó 8 huecos (6672 pb totales) y fkbC contenía 5 huecos (5010 pb). También presentaron 

huecos los genes orfL (2237 pb), orfL2 (463+55 pb), STSU_32055 (1075+632 pb), fkbP (508 pb), 

fkbN (3 pb), STSU_31960 (17 pb) y STSU_31955 (706 pb). 

En la Tabla 3.2. se muestran los huecos de secuencia presentes en los genes de la 

agrupación tanto en la primera como en la segunda  secuenciación y el modo en que se 

rellenaron finalmente los huecos. 

Tabla 3.2. Genes de la agrupación génica de tacrolimus de S. tsukubaensis junto con los huecos de secuencia 
detectados en las dos secuenciaciones del genoma. 

Gen (1) Tamaño 
(nt) (2) 

Huecos 1ª 
secuenciación 

(nt) (3) 

Huecos 2ª 
secuenciación 

(nt) (3) 

Relleno huecos 1º 
secuenciación 

(4) 

Relleno huecos 
2ª secuenciación 

(4) 

STSU_32110 570 - -   
STSU_32105 639 - -   
STSU_32100 186 - -   
STSU_32095 504 - -   
orfL 1296 2237 -   
orfL2 2433 463 + 55 -   
orfM 1338 - -   
orfN 1161 - -   
STSU_32070 1155 - -   
STSU_32065 468 - -   
STSU_32060 1230 - -   
STSU_32055 1188 1075 -   
STSU_32050 753 632 141  2023U/2023L+ 

C.434/C.435(2ª) 
fkbG 669 - -   
fkbH 1089 - -   
fkbI 1101 - -   
fkbJ 261 - -   
fkbK 879 - -   
fkbL 1038 - -   
fkbC 10797 986 

2699 
335 
31 
959 
 
(5010) 

383 
- 
- 
- 
- 
 

 
 
 
CL41 
CL11/U11+ 
C.4803/C.5816(1ª)  

CU11/CL11+ 
C.5816/C.4803(2ª) 
 
 

fkbB 22977 35 
1719 
32 
1066 
 
1314 
1364 
 
 
 
1115 
27 
(6672) 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
978 
 

 

BL11 
 
BL31/BU31 
BL41/BU41+ 
C.3444/C.3780(1ª)  
BL51+C.1792(1ª) 
BL61+ 
C.1404/C.1792/ 
C.5599(1ª) 
 
BL71+C.5869(1ª) 
BL81 
 
 

 
 
 
 
 
 
BL61/BL62+ 
C.436/C.437+ 
C.1069/C.1404 (1ª) 
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fkbO 993 - -   
fkbP 4599 508 - PL1/PU1 +C.4224(1ª)+ 

ExtremoT7 cósmido C2 
 

fkbA 19314 797 
741 
65 
1638 
 
357 
1667 
 
 
113 
 
 
(5378) 

- 
- 
- 
920 
 
- 
389 
 
 
42 
 
 
(1360) 

  
 
 
AU42/AL42+ 
C.1076(1ª)+C.438(2ª) 
 
AL61+C.439/C.1421 
(2ª)+C.5593/C.5816 
(1ª) 
AL71/AU71+ 
AL72/AU72+ 
C.439/C.440(2ª) 

fkbD 1167 - -   
fkbM 783 - -   
fkbN 2760 3 -   
fkbQ 780 - -   
STSU_31960 945 17 -   
Total 83073 22047 2862   
  (28 huecos) (6 huecos)   

(1) Nombre del gen de acuerdo al presente trabajo y a la secuencia depositada en 
DDBJ/EMBL/GenBank, nº de acceso AJSZ00000000. 

(2) Tamaño de los genes. 
(3) Tamaño de los huecos de secuencia encontrados tras el análisis. Entre paréntesis se refleja la suma 

de los distintos huecos encontrados en un mismo gen. Los huecos a una misma altura indican que 
los huecos de la 1ª y la 2ª secuenciación solapa.  

(4) Modo de obtención de la secuencia. En el caso de secuenciación con oligonucleótidos se representa 
con una combinación de letras y números. Por ejemplo, AL71 es la secuencia obtenida con el 
oligonucleótido fkbA L71 para rellenar el hueco 7 del gen fkbA. En el caso de utilizar contigs no 
anotados se representa con el nº de contig y si corresponde a la 1ª o a la 2ª secuenciación. Por 
ejemplo, C.439 (2ª) indica que se utilizó el contig 439 no mapeado obtenido en la 2ª secuenciación 

 
3.2.5. Análisis informático de la secuencia de la agrupación génica de 

tacrolimus en S. tsukubaensis NRRL 18488 
Posteriormente a la secuenciación de la agrupación génica de tacrolimus en 

S.tsukubaensis en nuestro laboratorio, se publicó un trabajo describiendo la agrupación génica 

de tacrolimus en S. tsukubaensis NRRL 18488  (Goranovic et al., 2010). Un año después, Mo et 

al. (2011) publicaron la secuencia de la agrupación génica de tacrolimus de 3 especies 

productoras de tacrolimus: S. tacrolimicus (objeto de estudio de nuestro trabajo), Streptomyces 

sp. KCTC 1160BP de la Colección de Cultivos Tipo Koreana (KCTC) y S. kanamyceticus, 

caracterizada como productora de tacrolimus (Mo et al., 2011). 

La agrupación génica de tacrolimus de las 4 especies de Streptomyces presenta un gran 

número de genes comunes, como son los genes implicados en la síntesis del anillo macrólido 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/385671640
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(fkbA, fkbB, fkbC, fkbL, fkbP y fkbQ),  los genes responsables de las modificaciones post-PKS 

(fkbD y fkbM), el gen implicado en la síntesis de la unidad iniciadora (fkbO), los genes 

responsables de la síntesis de las unidades extendesora metoximalonil-ACP (fkbK, fkbJ, fkbI, 

fkbH y fkbG) y alilmalonil-CoA (orfL2, orfL, orfM y orfN) y el gen regulador fkbN (Figura 3.18).  

3.2.5.1. Genes nuevos encontrados en la agrupación génica de tacrolimus de S. 
tsukubaensis NRRL 18488 

Tras la secuenciación de la agrupación génica de tacrolimus de S. tsukubaensis llevamos a 

cabo un análisis informático de los genes de la agrupación, prestando mayor interés a los 

genes nuevos que aparecen en la agrupación génica de tacrolimus de S. tsukubaensis pero que 

no están presentes en la agrupación de tacrolimus en S.tacrolimicus. 
 

 

 
 

Figura 3.18. Organización génica de la agrupación de biosíntesis de FK506 Y FK520. A) Agrupación génica de 
biosíntesis de FK506 en S. tacrolimicus. La línea vertical en el gen fkbG indica que dicho gen se encuentra truncado 
y disfuncional. B) Agrupación génica de FK506 en S. kanamyceticus KCTC9225. C) Agrupación génica de 
biosíntesis de FK506 en S. tsukubaensis y Streptomyces sp. KCTC 11604BP. D) Agrupación génica de biosíntesis de 
FK520 en S. hygroscopicus var. ascomyceticus. En los genes responsables de la biosíntesis de la unidad extendedora 
alilmalonil-CoA se ha mantenido la nomenclatura de este trabajo, aunque han sido descritos en S. tsukubaensis y 
S. kanamyceticus con otros nombres (ver sección 3.1.4.4). Igualmemte se ha mantenido la nomenclatura de los 
genes depositados en la secuencia de S. tsukubaensis para los genes nuevos presentes en las agrupaciones de S. 
tsukubaensis y S. kanamyceticus, altamente conservados en ambas especies (ver apartado siguiente). 
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La agrupación génica de S. tsukubaensis presenta 5 genes nuevos respecto a la agrupación 

de S. tacrolimicus localizados entre los genes de biosíntesis de las unidades extendedoras 

metoximalonil-ACP y alilmalonil-CoA (Figura 3.19). Estos genes son STSU_32070, 

STSU_32065, STSU_32060, STSU_32055 y STSU_32050, que son los números asignados a 

estos ORFs en la anotación automática en la secuenciación del genoma. Posteriormente estos 

genes fueron denominados allM, allN, allP, allO y allS en S. tsukubaensis (Goranovic et al., 

2010) y tcs1, tcs2, tcs3, tcs4 y tcs5 en Streptomyces sp. KCTC 11604BP (Mo et al., 2011), 

respectivamente. También aparecen dos nuevos genes situados a la derecha de la agrupación 

común a S. tsukubaensis y Streptomyces sp. KCTC 11604BP que podría formar parte de la 

agrupación de tacrolimus. 

Debido al interés de los genes nuevos que aparecen en la agrupación génica de 

tacrolimus de S. tsukubaensis realizamos su análisis informático obteniendo los siguientes 

resultados: 
 

 

 
 
Figura 3.19. Representación esquemática de la agrupación de genes implicados en la biosíntesis de tacrolimus 
en S. tsukubaensis. Los genes denominados con las letras “STSU” son los genes nuevos que aparecen en la 
agrupación de tacrolimus de S. tsukubaensis y que no están presentes en la agrupación de S. tacrolimicus. 
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* El gen STSU_32070 (allM, tcs1), codifica una proteína de 385 aa, presentando la mayor 

identidad/similitud 67/77 % con una cistationina gamma sintasa de S. pristinaespiralis. La 

cistationina gamma sintasa (CGS) es la primera enzima que actúa en la vía de la 

transulfuración de L-cistationina y tiene el piridoxal 5´-fosfato (PLP) como grupo prostético. 

Cataliza una reacción de síntesis a partir de la condensación de L-cisteína y L-homoserina 

(Aitken y Kirsch, 2005). Por lo tanto, el gen STSU_32070 participa en la ruta metabólica de 

aminoácidos y no parece tener una relación directa con la síntesis de tacrolimus. Un derivado 

de la lisina, el ácido pipecólico, forma parte de la estructura de tacrolimus pero no existe 

relación con los aa sulfurados.  

* El gen STSU_32065 (allN, tcs2) codifica una proteína de 156 aa, presentando la mayor 

identidad/similitud (54/66 %) con un regulador transcripcional de la familia AscN de S. 

violaceusniger. Esta familia de reguladores es exclusiva de procariotas y presenta un tamaño 

pequeño, en torno a 15 kDa. Presentan un dominio de unión a ADN de tipo HTH en el 

extremo N-terminal y un dominio de unión al efector en el extremo C-terminal y 

generalmente ejercen la regulación mediante unión a moléculas efectoras aminoacídicas. Esta 

familia está tipificada por el regulador AsnC de E.coli (Brinkman et al., 2003). AsnC actúa 

como activador de la transcripción del gen asnA, que codifica una asparragina sintetasa, y 

como regulador negativo a nivel post-transcripcional del gen gidA (glucose inhibited division 

protein A), gen de división inhibido por glucosa y que ejerce su autorregulación (Kölling et 

al., 1985; 1988). Dos trabajos recientes muestran que el gen STSU_32065  no está implicado en 

la regulación de la agrupación génica de tacrolimus de S. tsukubaensis y Streptomyces sp. 

KCTC 11604BP,  ya que su inactivación mediante deleción en marco no afecta a la 

producción de tacrolimus en los mutantes (Goranovic et al., 2012, Mo et al., 2012).  

* El gen STSU_32060 (allP, tcs3) codifica una proteína de 410 aa con la mayor 

identidad/similitud (61/75 %) con un citocromo P450 de S. peucetius. Los citocromo P450 

(CYP) constituyen una superfamilia de genes ampliamente distribuidos, estando presentes 

desde bacterias, arqueas y virus hasta plantas superiores y animales. Son un grupo de 

hemoproteínas que participan en la degradación de xenobióticos, compuestos endógenos y 

metabolitos secundarios mediante reacciones de oxidación, reducción o hidrólisis, entre otras 

(González y Korzekwa, 1995).  Debido a la versatilidad funcional de los CYP, el gen 

STSU_32060 podría formar parte de la agrupación génica de tacrolimus, aunque es difícil 

predecir la función que podría desempeñar. 

* El gen STSU_32055 (allO, tcs4) codifica una proteína de 396 aa, que muestra la mayor 

identidad/similitud (42/56 %) con una oxidorreductasa de Streptomyces hygroscopicus subsp. 

jinggangensis. Presenta un dominio acil-CoA deshidrogenasa en el extremo C terminal.  
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* Y por último el gen STSU_32050 (allS, tcs5) codifica una proteína de 251 aa mostrando 

la mayor identidad/similitud (54/64 %) con una 3-oxoacil ACP reductasa de Patulibacter sp. 

I11. 

Los genes STSU_32070, STSU_32065, STSU_32060, STSU_32055 y STSU_32050 

inicialmente fueron relacionados con la formación de la unidad extendedora alilmalonil-

CoA, de donde reciben los nombres allM, allN, allP, allO y allS (Goranovic et al., 2010). Sin 

embargo, estudios posteriores parecen indicar que esta agrupación de genes no tiene ningún 

papel en la producción de tacrolimus (Mo et al., 2011; 2012). Si tenemos en cuenta que 

recientemente se ha caracterizado la agrupación génica de tacrolimus en S. kanamyceticus (Mo 

et al., 2011) y  que dicha agrupación tampoco contiene el set de genes mencionado 

anteriormente, todo parece indicar que dichos genes no son esenciales ni tienen una relación 

directa en la producción de tacrolimus. 

Además de los genes mencionados anteriormente, en S. tsukubaensis aparecen dos 

nuevos genes situados a la derecha de la agrupación: 

* El gen STSU_31959, denominado posteriormente tcs6 (Mo et al., 2011) codifica una 

proteína de 69 aa y muestra una mayor identidad (46 %) y similitud (51 %) con una 

hipotética proteína de Flavobacterium sp. URHB0058. A priori no presenta relación con la 

síntesis de tacrolimus.   

* El gen STSU_31960, denominado posteriormente tcs7 (Mo et al., 2011) y fkbR 

(Goranovic et al., 2012) codifica una proteína de 315 aa y muestra alta similitud de secuencia 

con miembros de la familia de reguladores transcripcionales tipo LysR (LTTRs), siendo la 

mayor identidad/similitud (77/85 %) la presentada con un regulador transcripcional de S. 

clavuligerus ATCC27064, productor de cafamicina y ácido clavulánico. Los LTTRs 

caracterizados regulan un amplio número de unidades transcripcionales en respuesta a una 

gran variedad de señales ambientales. En E. coli regulan la utilización de la fuente de 

nitrógeno, la biosíntesis y catabolismo de aminoácidoa y la respuesta al estrés oxidativo y la 

detoxificación celular (Schell, 1993). Los miembros de esta familia presentan un dominio de 

unión a ADN tipo HTH en el extremo C-terminal y suelen actuar como activadores de la 

transcripción (Henikoff et al., 1988). El gen STSU_31960 (fkbR) ha sido caracterizado 

recientemente como regulador positivo de la síntesis de tacrolimus, ya que la producción de 

tacrolimus se reduce un 20% en el mutante ∆fkbR frente a la cepa silvestre (Goranovic et al., 

2012). Sin embargo, la inactivación del gen tcs7 (idéntico a fkbR) en la agrupación génica de 

tacrolimus en Streptomyces sp. KCTC 11604BP  produce un incremento de 1,9 veces en los 

niveles de producción de tacrolimus con respecto a la cepa silvestre, lo que le convierte en un 

regulador negativo de la biosíntesis de tacrolimus (Mo et al., 2012).  
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3.2.6. Comparativa de las agrupaciones génicas de tacrolimus entre 
especies productoras del inmunosupresor 

Tras la secuenciación de las agrupaciones génicas de tacrolimus en S. tacrolimicus y S. 

tsukubaensis y puesto que durante el desarrollo de este trabajo se depositaron las 

agrupaciones génicas de tacrolimus de otras dos especies productoras, S. kanamyceticus y 

Streptomyces sp. KCTC 11604BP (Mo et al., 2011), llevamos a cabo un análisis comparativo de 

los genes de las 4 agrupaciones de biosíntesis de tacrolimus entre sí y con los genes 

homólogos de la agrupación génica de FK520, compuesto relacionado estructuralmente con 

tacrolimus y cuya agrupación comparte los mismos genes biosintéticos (Figura 3.18). 

3.2.6.1. Análisis comparativo de las secuencias aminoacídicas de las proteínas de 
biosíntesis de tacrolimus entre S. tsukubaensis y las distintas especies 
productoras de tacrolimus y FK520 

Al realizar el análisis informático de los genes de la agrupación génica de tacrolimus de 

S. tsukubaensis y compararlos frente a sus genes homólogos para la producción de tacrolimus 

con el resto de especies productoras de tacrolimus publicadas hasta el momento, se observa 

que todos los genes de S. tsukubaensis estudiados presentan una identidad del 100 % con la 

especie Streptomyces sp. KCTC 11604BP. Sin embargo, y a pesar de la total identidad de los 

genes de biosíntesis de tacrolimus entre las dos cepas, éstas presentan diferencias 

significativas en cuanto al comportamiento del gen regulador fkbR (tcs7), lo que puede ser 

explicado por estar sometidos a una diferente regulación por otros reguladores o factores 

sigma (Goranovic et al., 2012, Mo et al., 2012).  

También existen diferencias significativas en las rutas del metabolismo primario, como 

es el caso de la biosíntesis de la unidad extendedora alilmalonil-CoA, ya que los homólogos 

allR y tcsC, codificantes de una crotonil-CoA carboxilasa/reductasa, presentan diferencias de 

especificidad de sustrato. En Streptomyces sp. KCTC 11604BP, TcsC está implicada 

exclusivamente en la síntesis de alilmalonil CoA mientras que AllR de S. tsukubaensis 

participa en la biosíntesis de las unidades extendedoras alilmalonil-CoA y  etilmalonil-CoA y 

por lo tanto interviene tanto en la producción de tacrolimus como de FK520 (Mo et al., 2011; 

Kosec et al., 2012). 

En cuanto a la comparativa de los genes de biosíntesis de tacrolimus de S. tsukubaensis 

con el resto de productores de tacrolimus, se observa una identidad superior al 80% en la 

mayoría de los casos, siendo dicha identidad similar a la que presenta con sus genes 

homólogos para la síntesis de FK520, estando los genes de biosíntesis de tacrolimus y FK520 

altamente conservados en identidad y organización. Destaca la presencia de 5 genes en la 
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agrupación génica de biosíntesis de tacrolimus en S. tsukubaensis y Streptomyces sp. KCTC 

11604BP (STSU_32070, STSU_32065, STSU_32060, STSU_32055 y STSU_32050)  que se 

encuentran entre las agrupaciones de genes de síntesis de las unidades extendedoras 

alilmalonil-CoA y metoximalonil-CoA pero que no están presentes en los otras dos especies 

(S. tacrolimicus y S. kanamyceticus), lo que parece indicar que el grupo de cinco genes se 

insertó en la agrupación génica de tacrolimus en S. tsukubaensis y Streptomyces sp. KCTC 

11604BP a lo largo de la evolución, no estando dichos genes relacionados con la producción 

de tacrolimus según lo publicado en trabajos recientes (Goranovic et al., 2012, Mo et al., 2012). 

En cuanto a los genes reguladores, el gen fkbN, altamente conservado (identidad ≥ 80%), es el 

único gen que está presente en todas las agrupaciones (Tabla 3.3). 

Tabla 3.3. Función de las proteínas implicadas en la síntesis de tacrolimus y porcentaje de identidad/similitud 
entre las distintas proteínas comunes a las agrupaciones génicas de tacrolimus entre S. tsukubaensis y S. 
tacrolimicus, S. kanamyceticus y S. hygroscopicus var ascomyceticus, productor del análogo estructural FK520.  

Proteína 
S. tsukubaensis vs 

S.tacrolimicus 
S.tsukubaensis vs 
S. kanamyceticus 

S. tsukubaensis vs S. 
hygroscopicus var. 

ascomyceticus (FK520) Función proteína 

(%identidad/%similitud) (%identidad/%similitud) (%identidad/%similitud) 
FkbA 84/89 % 86/90 % 83/88 % PKS: módulos 7-10 

FkbB 82/87 % 84/89 % 79/86 % PKS: módulos1-4 

FkbC 78/84 % 82/87 % 78/84 % PKS: módulos 5-6 

FkbL 82/89 % 90/95 % 87/93 % 
lisina 

ciclodesaminasa 

FkbK 86/90 % 88/90 % 84/89 % 
acil-CoA 

deshidrogenasa 

FkbJ 79/88 % 84/89 % 73/85 % 
transportador de 

grupos acilo 

FkbI 86/90 % 87/92 % 85/91 % 
acil CoA 

deshidrogenasa 

FkbH 87/91 % 84 % 80/86 % gliceriltransferasa 

FkbG 
85/87+87/91 % 
(41 + 99 aa) (1) 

89/93 % 82/86 % O-metil transferasa 

STSU_32050 - - - 
3 oxoacil ACP 

reductasa 

STSU_32055 - - - 
acetoacetil-CoA 

reductasa 

STSU_32060 - - - citocromo P450 

STSU_32065 - - - 
regulador familia 

AsnC 

STSU_32070 - - - 
cistationina gamma 

síntasas 

OrfN 86/93 % 87/93 % - 
acil-CoA 

deshidrogenasa 

OrfM 88/94 % 91/94 % - 
crotonil-CoA 

reductasa 

OrfL2 77/84 % 79/84 % - 
PKS: 2 dominios β-

ceto acil sintasa 
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OrfL 78/86 % 80/87 % - PKS:AT+ACP 

FkbO 86/90 % 86/91 % 81/86 % Corismato oxidasa 

FkbP 83/87 % 83/87 % 80/85 % 
FK506 péptido 

sintetasa 
FkbD 88/91 % 89/93 % 89/93 % C9 hidroxilasa 

FkbM 85/92 % 83/91 % 83/89 % 
31-O-

metiltransferasa 

FkbN 82/89 % 82/ 90% 78/84 % 
regulador familia 

LAL 

FkbQ 85/92 % 84/91 % 84/89 % tioesterasa II 

STSU_31959 - - - Hipotética protein 

STSU_31960 - - - 
regulador familia 

LysR 
(1) Se indican los porcentajes de identidad/similitud de los dos fragmentos presentes, al tratarse de un gen 
truncado 

 

3.2.6.2. Análisis comparativo de las secuencias aminoacídicas de las proteínas de 
biosíntesis de tacrolimus entre S. tacrolimicus y las secuencias de proteínas 
de distintas especies productoras de tacrolimus y FK520 

Las proteínas de la agrupación génica de tacrolimus de S. tacrolimicus presentan una 

mayor similitud con sus homólogos para la síntesis de tacrolimus de S. kanamyceticus, siendo 

en todos los casos cercana o superior al 90 %. Los respectivos homólogos para la síntesis de 

tacrolimus en S. tsukubaensis y FK520 en S. hygroscopicus var. ascomyceticus presentan una 

similitud de secuencia cercana o superior al 80%. Por tanto, los genes de biosíntesis de 

tacrolimus y FK520 están bastante conservados entre las distintas especies productoras 

caracterizadas hasta el momento (Tabla 3.4).  

Debido a la alta similitud de secuencia entre los genes de la agrupación génica de 

tacrolimus de S. tacrolimicus y S. kanamyceticus y puesto que el grupo de Mo et al., (2011) 

depositó la secuencia tanto de la agrupación génica de tacrolimus como la de los genes 

adyacentes, procedimos a hacer un análisis informático del entorno con el fin de encontrar 

algún gen coincidente. Dicho análisis mostró varios genes reguladores en las inmediaciones 

de la agrupación. En la zona izquierda de la agrupación de S. kanamyceticus destaca la 

presencia de un gen que codifica un regulador de la familia TetR, presentando una identidad 

del 20 % con el regulador OrfD de S. tacrolimicus y un gen que codifica un regulador de la 

familia LysR, el cual presenta una identidad de 17 % con el gen regulador FkbR/Tsc7 de S. 

tsukubaensis. En la zona derecha se encuentra igualmente un gen que codifica un regulador 

de tipo TetR, presentando una identidad del 18 % con OrfD de S. tacrolimicus. Debido a la no 

coincidencia de genes o la baja identidad entre los genes presentes en las inmediaciones de la 
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agrupación génica de tacrolimus de S. tacrolimicus con el resto de especies productoras 

podemos concluir  que no hay nuevos genes comunes a las distintas agrupaciones. 
 

Tabla 3.4. Función de las proteínas implicadas en la síntesis de tacrolimus y porcentaje de identidad/similitud 
entre las distintas proteínas comunes a las agrupaciones génicas de tacrolimus entre S. tacrolimicus y S. 
tsukubaensis, S. kanamyceticus y S. hygroscopicus var. ascomyceticus, productor del análogo estructural FK520.  

Proteína 
S. tacrolimicus vs 

S. tsukubaensis 
S. tacrolimicus vs S. 

kanamyceticus 

S. tacrolimicus vs 
S. hygroscopicus var. 

ascomyceticus (FK520) Función proteína 

(%identidad/%similitud) (%identidad/%similitud) (%identidad/%similitud) 

FkbA 84/89 % 93/94 % 83/85 % PKS: módulos 7-10 

FkbB 82/87 % 93/95 % 81/86 % PKS: módulos1-4 

FkbC 78/84 % 95/97 % 83/89 % PKS: módulos 5-6 

FkbL 82/89 % 87/93 % 84/90 % lisina ciclodesaminasa 

FkbK 86/90 % 92/95 % 87/92 % 
acil-CoA 

deshidrogenasa 

FkbJ 79/88 % 88/92 % 75/83 % Transportador de 
grupos acilo 

FkbI 86/90 % 93/95% 91/94 % 
acil-CoA 

deshidrogenasa 
FkbH 87/91 % 91/95 % 84/89 % Gliceril transferasa 

FkbG 
85/87+87/91 % 
(41 + 99 aa) (1) 

88/93+93/97% 
(41 + 99 aa) (1) 

88/90+90/95 % 
(41 + 99 aa) (1) 

O-metil transferasa 

OrfN 86/93 % 90/94 % - 
acil-CoA 

deshidrogenasa 
OrfM 

 
88/94 % 93/97 % - crotonil-CoA 

reductasa 

OrfL2 
 

77/84 % 86/90 % - 
PKS: 2 dominios β-

ceto acil sintasa 

OrfL 78/86 % 88/92 % - PKS:AT+ACP 

FkbO 86/90 % 96/98 % 84/90 % Corismato oxidasa 

FkbP 83/87 % 95/96 % 84/88 % 
FK506 péptido 

sintetasa 

FkbD 88/91 % 88/92 % 89/94 % C9 hidroxilasa 

FkbM 85/92 % 90/94 % 83/81 % 31-O-metiltransferasa 

FkbN 82/89 % 89/92 % 75/83 % regulador familia 
LAL 

FkbQ 85/92 % 88/95 % 85/90 % tioesterasa II 

(1) Se indican los porcentajes de identidad/similitud de los dos fragmentos presentes, al tratarse de un gen 
truncado. 
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3.3. Optimización de la producción de tacrolimus en S. 
tacrolimicus 

Como paso previo al análisis funcional de los genes reguladores de ruta y debido a la 

baja producción de tacrolimus por S. tacrolimicus (lo que dificulta medir su producción en la 

cepa silvestre) fue necesario optimizar un método de extracción que nos proporcione una 

mayor concentración de tacrolimus para su posterior cuantificación.  
 

 

3.3.1. Optimización del método de extracción de tacrolimus en S. 
tacrolimicus. 

Inicialmente, la extracción de tacrolimus se hizo a partir de 1 ml de sobrenadante de 

caldo de cultivo utilizando como solventes metanol o acetato de etilo grado HPLC. A 

continuación, se tomaban 100 µl del sobrenadante de la extracción y se cuantificaba la 

producción mediante bioensayo (ver apartado 2.16.2) utilizando la cepa Saccharomyces 

cerevisiae TB23, que es sensible a tacrolimus (Arndt et al., 1999; Breuder et al., 1994). Debido a 

que con este método no se observaban halos de inhibición en los bioensayos, era necesario 

modificar las condiciones de la extracción, por lo que probamos a extraer  tacrolimus de una 

mayor cantidad de caldo de cultivo. Partiendo de 5 ml se realizaron dos extracciones 

consecutivas con acetato de etilo. Se juntaron ambas extracciones y se llevaron  a evaporación 

completa en un rotavapor. Posteriormente se resuspendió la muestra en 100 µl de 

metanol:agua mQ (1:1, v:v) y se cuantificó mediante bioensayo. En este caso sí se obtuvieron 

pequeños halos de inhibición, lo que indica que la no observación previa podía ser debida a 

que S. tacrolimicus produce tan solo pequeñas cantidades de tacrolimus, indetectables si se 

parte de poco volumen de caldo de cultivo para hacer la extracción. A pesar de todo, era 

necesario desarrollar un método de extracción donde conseguir una concentración de 

producto final más alta, por lo que se procedió a la optimización del proceso de extracción de 

tacrolimus a partir de cultivo en medio sólido para S. tacrolimicus. 

* Cultivo en medio sólido 

El cultivo en superficie en medio sólido se fundamenta en el crecimiento del 

microorganismo objeto de estudio sobre una matriz sólida en ausencia de agua libre. De este 

modo se simulan las condiciones de crecimiento del hábitat natural de los microorganismos 

de una manera más próxima frente a las fermentaciones sumergidas, lo cual es aplicable al 

género Streptomyces, ya que aunque han colonizado hábitats como el agua dulce y marina 

(Weyland, 1969; Cross, 1981) su hábitat natural es el suelo (Flaig y Kutzner, 1960). La 

extracción de compuestos a partir de cultivos en medio sólido ofrece grandes ventajas como 

son la obtención de una mayor productividad durante la fermentación, una mayor 
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estabilidad del producto final, menor represión catabólica, mayor concentración del 

producto final y un menor grado de contaminaciones, sobre todo de bacterias y levaduras, 

debido a la baja actividad de agua (Singhania et al., 2009; Holker et al., 2004). Este último 

punto, además del de la obtención de una mayor concentración de producto final, fue uno de 

los aspectos por los que optamos por la utilización de cultivo en medio sólido, ya que el 

crecimiento de S. tacrolimicus en medio líquido presentaba grandes problemas de 

contaminación. 

3.3.2. Optimización de la producción de tacrolimus en S. tacrolimicus 
mediante su cultivo en medio sólido. 

Para iniciar los cultivos en medio sólido se partió de un preinóculo crecido en 50 ml de 

medio BASAm (ver apartado 2.2.2.) en matraces indentados de 500 ml, el cual había sido 

inoculado a su vez con una suspensión de 100 µl de esporas a una concentración final de 107 

UFC/ml. El cultivo se incubó durante 48 horas a 28 ºC y 220 rpm. 

En un principio se conservó el preinóculo en viales con glicerol 20% con el objeto de 

estandarizar al máximo el inóculo utilizado para todas las fermentaciones. Sin embargo, 

posteriormente se observó que el glicerol, y fundamentalmente la congelación, afectaba a la 

producción de tacrolimus, por lo que finalmente se decidió partir de un preinóculo fresco 

crecido en BASAm, a 28ºC y 220 rpm durante 36 horas para iniciar las fermentaciones en 

medio sólido. 

Los cultivos se realizaron en placas de Petri de 9 cm de diámetro conteniendo 30 ml de 

medio  FKAm sembrado con 1 ml de preinóculo por placa. Las placas se incubaron en una 

estufa a 28ºC durante 10 días, realizando la extracción de tacrolimus cada 24 h a partir de las 

72 h, ya que antes no se observa suficiente crecimiento. La mayor concentración de 

tacrolimus se observó al séptimo día (datos no mostrados), tiempo seleccionado para hacer 

las extracciones en estudios posteriores. Todos los experimentos se llevaron a cabo por 

triplicado, sembrando 24 placas por condición, utilizando 8 placas para cada extracción (3 

extracciones).  

Durante los ensayos de cultivo en medio FKAm observamos igualmente que la 

producción de tacrolimus era dependiente del tipo de almidón utilizado en su preparación. 

Se realizaron pruebas con almidón de las casas comerciales Scharlau y Difco (BD), 

observando mayor producción al utilizar el almidón de Difco. Además, éste presentaba 

mayor solubilidad, por lo que finalmente fue el almidón de elección para las fermentaciones. 

Al mismo tiempo que se realizaba la optimización del medio de producción, era 

necesario optimizar el método de extracción. En primer lugar era necesario determinar 
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dónde se acumulaba el tacrolimus. Para ello se colocó un disco de celofán fino sobre el medio 

sólido, el cual permite el crecimiento de S. tacrolimicus  sobre éste al dejar pasar tanto las 

hifas como los nutrientes a través de él. Para determinar si el tacrolimus se liberaba al medio 

o si por el contrario se acumulaba intracelularmente, se recogió por un lado el micelio aéreo 

y por otro el micelio sustrato con el medio, se realizó la extracción con acetato de etilo y se 

determinó la producción mediante bioensayo. Observamos halo mayormente en la 

extracción realizada a partir del micelio aéreo, lo que indica que el tacrolimus se acumula 

principalmente a nivel intracelular o unido a las células y apenas se libera al medio. Por lo 

tanto, se decidió fijar como parte del protocolo el colocar un disco de celofán sobre el agar 

para facilitar la extracción.   

El protocolo finalmente utilizado para la determinación de la producción fue el 

siguiente:  

Tras 7 días de crecimiento en medio sólido FKAm se recogió el micelio aéreo crecido 

sobre el disco de celofán y se realizaron dos extracciones con acetato de etilo, juntando 

ambas extracciones. Posteriormente se procedió a la concentración de la muestra en un 

rotavapor (Büchi® R-20). Una vez evaporado el disolvente, la muestra se resuspendió en 150 

µl de metanol: agua mQ (1:1, v:v), y se utilizó tanto para la realización del bioensayo como 

para la cuantificación de tacrolimus mediante HPLC (Salehi-Najafabadi et al., 2011). El 

micelio precipitado y ya libre de sobrenadante se llevó a una estufa a 80 ºC para su secado y 

posterior cuantificación de peso seco tras 48 h de secado. Inicialmente se realizaron varias 

pruebas para determinar a qué tiempo el micelio estaba completamente libre del solvente 

utilizado para la extracción, escogiéndose las 48 h por ser el tiempo a partir del cual el peso 

seco del micelio se mantenía constante. El protocolo se resume en la Figura 3.20.  

3.3.3. Análisis de la producción de tacrolimus mediante Bioensayo 
  

El análisis de la producción de tacrolimus se realizó mediante la técnica de bioensayo 

utilizando como organismo sensible a tacrolimus la cepa Saccharomyces cerevisiae TB23 (Arndt 

et al., 1999; Breuder et al., 1994). 

Tras la observación de que el gen fkbG, teóricamente esencial para la producción de 

tacrolimus, se encontraba truncado en S. tacrolimicus, haciendo que la proteína no fuera 

funcional (ver apartado 3.1.4.3), surgieron dudas sobre la producción real de tacrolimus por 

dicha especie. Debido a que el bioensayo se realiza habitualmente con una mezcla total de 

todos los metabolitos producidos por S. tacrolimicus  extraídos con acetato de etilo, no se 

podía determinar si el halo observado se debía al tacrolimus o a algún otro compuesto 

antifúngico presente en la mezcla de extracción. Por ello, y para determinar los compuestos 
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responsables del halo de inhibición, se analizó mediante HPLC preparativo una muestra 

concentrada extraída con acetato de etilo, recogiendo en viales las fracciones eluídas en cada 

minuto de la carrera de HPLC (Figura 3.21 A). Posteriormente se evaporaron las fracciones 

de elución y se resuspendieron en 100 µl de metanol: agua mQ (1:1, v:v).  
 

 

 
 
Figura 3.20. Método optimizado para la determinación de la producción de tacrolimus en medio sólido en S. 
tacrolimicus. La extracción de tacrolimus se realizó a partir del micelio aéreo crecido sobre un disco de celofán y 
obtenido a partir de 8 placas de medio FKAm. Se realizaron dos extracciones con acetato de etilo y se juntaron. La 
fracción sólida restante se llevó a desecación durante 48 h a 80 ºC para la cuantificación del peso seco. La fracción 
líquida se llevó a sequedad y se resuspendió en 150 µl de metanol: agua mQ (1:1, v:v). La muestra concentrada se 
utilizó tanto para la realización del bioensayo como para la cuantificación de tacrolimus mediante HPLC. 

 

Dichas fracciones concentradas fueron empleadas para la realización del bioensayo con 

la cepa sensible a tacrolimus S. cerevisiae TB23. Los resultados obtenidos permitieron 

establecer una correlación del pico del cromatograma obtenido en el minuto 13.5 (y que a su 

vez es coincidente con el pico del cromatograma correspondiente al tacrolimus puro 

utilizado como control), con los halos de inhibición del bioensayo correspondientes a los 

minutos 13 y 14 (Figura 3.21 B). 

Para comprobar que el efecto inhibidor se debía a tacrolimus y no a otros compuestos 

antifúngicos se utilizaron las mismas muestras fraccionadas para realizar un nuevo 
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bioensayo utilizando esta vez como microorganismo sensor Candida utilis (no sensible a 

tacrolimus). El bioensayo mostró que las fracciones de elución correspondientes al pico del 

cromatograma de tacrolimus (minutos 13 y 14) no producían halos de inhibición en dichos 

tiempos en el bioensayo con Candida utilis (Figura 3.21 C). Con todo ello se comprobó la 

producción de tacrolimus por S. tacrolimicus y su correlación con el pico del cromatograma 

que eluye en torno a los 13.5 minutos. 
 

 

 
 
Figura 3.21. Análisis del producto de la fermentación mediante bioensayo y HPLC. A) Cromatograma de la 
extracción con acetato de etilo de la fermentación en medio sólido de S. tacrolimicus (línea negra) y del patrón 
puro de tacrolimus (línea azul). B) Placa de bioensayo utilizando la cepa S. cerevisiae TB23, como microorganismo 
sensor. C) Placa de bioensayo utilizando Candida utilis como microorganismo sensor.   Cada pocillo se 
corresponde  con las fracciones eluídas en cada minuto de la carrera de HPLC. El halo del pocillo “+”corresponde 
a tacrolimus puro (5 µg/ml) utilizado como control positivo. Como control negativo, pocillo “-“,  se utilizó 
metanol grado HPLC. 

 
3.3.4. Análisis cuantitativo de la producción de tacrolimus mediante HPLC 

El método de HPLC utilizado para la determinación de tacrolimus fue el descrito en 

materiales y métodos (ver apartado 2.16.2). Para asegurarnos de que el pico del minuto 13.5 

se corresponde con tacrolimus, se llevó a cabo un dopaje (“doping”) con 5 µl de una 

concentración de 100 µg/ml de tacrolimus puro (Figura 3.22). En todos los casos testados, el 
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pico correspondiente a tacrolimus aumentó en la muestra dopada con respecto a la muestra 

no dopada, lo que confirma la producción de concentraciones bajas de tacrolimus por S. 

tacrolimicus. Además de estos resultados, durante la realización de este trabajo se publicó un 

artículo que hace referencia a un aumento de producción de tacrolimus en Streptomyces sp. 

ATCC55098 (S. tacrolimicus) mediante la modificación de la fuente de carbono y nitrógeno 

que se adicionan al medio de cultivo (Singh y Behera, 2009). Todos estos hechos ayudan a 

demostrar que S. tacrolimicus es un productor de tacrolimus como fue descrito por Dumont et 

al. en 1991,  a pesar de la no observación inicial de tacrolimus en  bioensayos y 

cromatogramas realizados a partir de caldos de fermentación  y de que el gen fkbG, esencial 

para la síntesis de tacrolimus, está truncado, no siendo funcional en S. tacrolimicus. 

 

 
 

Figura 3.22. Cromatograma de la extracción con acetato de etilo de la fermentación en medio sólido. La línea 
negra se corresponde con la muestra de cepa silvestre y  La línea azul se corresponde con la muestra de la cepa 
silvestre dopada con  5 µl de una concentración de 100 µg/ml de tacrolimus puro. 
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3.4. Análisis funcional de los posibles genes reguladores de ruta 
de tacrolimus en S. tacrolimicus 

3.4.1. Interrupción de los posibles genes reguladores de ruta 
Tras la secuenciación de la agrupación génica de tacrolimus detectamos 4 posibles 

reguladores ya descritos, tres de ellos situados en la “zona derecha” de la agrupación (fkbN, 

orfX y orfW) y un único posible regulador localizado en la “zona izquierda” (orfD). Para 

analizar el posible efecto regulador de dichos genes sobre la producción de tacrolimus 

procedimos a su interrupción mediante la tecnología REDIRECT© (ver apartado 2.13). 

3.4.1.1. Análisis funcional de fkbN en S. tacrolimicus 

Puesto que fkbN está conservado en la agrupación biosintética de tacrolimus de S. 

tacrolimicus, S. tsukubaensis y en la agrupación génica de FK520 de S. hygroscopicus var. 

ascomyceticus, procedimos a su inactivación génica para estudiar el efecto regulador de FkbN 

en la producción de tacrolimus en S. tacrolimicus. 

3.4.1.1.1. Inactivación del gen regulador fkbN 

Para la interrupción del gen fkbN se empleo la técnica REDIRECT© (Gust et al., 2002). 

Dicha técnica consiste en la sustitución en el genoma del gen objeto de estudio por un gen de 

resistencia a antibióticos, en nuestro caso el gen de resistencia a apramicina aac(3)IV.  

La inactivación génica se llevó a cabo reemplazando el gen fkbN por un fragmento de 

1384 pb amplificado mediante PCR a partir del plásmido pIJ773. Para ello se diseñaron un 

par de oligonucleótidos denominados fkbN-Up/fkbN-Down, de manera que el producto 

final de amplificación incluye 39 nucleótidos corriente arriba del gen que se va a inactivar, el 

gen de resistencia a apramicina aac(3)IV con el origen de transferencia oriT y 39 nucleótidos 

corriente abajo del gen. 

Por otro lado se introdujo el cósmido E que contiene el gen fkbN en la cepa de E. coli 

BW25113/pIJ790 mediante transformación. El plásmido pIJ790 porta el operón λ RED que 

presenta los genes gam, exo y beta, los cuales favorecen la tasa de recombinación e inhiben el 

sistema de exonucleasas RecBCD del hospedador. De esta manera conseguimos transformar 

un fragmento lineal con una alta tasa de recombinación.  

Una vez obtenidas las colonias de E.coli BW25113/pIJ790/E, éstas  fueron electroporadas 

con 100, 250 y 500 ng de los productos de PCR obtenidos a partir del plasmido pIJ773, con los 

parámetros descritos en materiales y métodos (ver apartado 2.13.5). Tras la electroporación 

los dobles recombinantes fueron seleccionados por su resistencia a apramicina. Las colonias 

resistentes presentaron el cósmido E pero con el gen fkbN sustituido por el casete de 

apramicina. Para comprobar que el gen había sido sustituido correctamente analizamos 
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varias de las colonias obtenidas mediante PCR utilizando los cebadores externos al gen 

FkbNRD1/FkbNRD2 (Anexo 6.1.IV). En el caso del cósmido E silvestre el patrón de PCR 

esperado era una banda de 3216 pb mientras que con el cósmido E recombinante (∆fkbN)  se 

ontendría una banda de 1832 pb (Figura 3.23). 

  

Puesto que S. tacrolimicus posee un potente sistema de restricción, éste debe ser superado 

mediante el pase del ADN a través de una cepa de E. coli dam− dcm− (MacNeil et al., 1992). 

Por ello, el cósmido E:ΔfkbN se introdujo en la cepa E. coli ET12567/pUZ8002 mediante 

transformación. Esta cepa porta un vector conjugativo no movilizable, pUZ8002, que 

contiene las funciones de transferencia necesarias para que se produzca el paso de material 

genético de una célula a otra. El ADN de las colonias obtenidas se analizó mediante PCR 

para comprobar que el cósmido con la construcción no se había perdido. 

A continuación, se introdujo la construcción en S. tacrolimicus mediante conjugación con 

algunas modificaciones respecto al protocolo estándar para S. coelicolor (ver apartado 2.13.6). 

Por un lado, la cantidad inicial de esporas de S. tacrolimicus empleada fue 1x108, utilizándose 

posteriormente concentraciones de 2x108 y 1x 109. Por otro lado, la DO600 a la que se 

recogieron las células de E. coli fue 0,4, probándose también DO600 de 0,5 y 0,6,  en 1 ml final. 

La mezcla de bacterias para la conjugación, se sembró en placas de MS suplementadas con 

MgCl2·6H2O 10mM. Tras 16-20 horas de incubación a 28 ºC se añadió una cobertera con 

ácido nalidíxico y apramicina para impedir el crecimiento de E. coli y para la selección de las 

células de Streptomyces recombinantes, respectivamente. 

Los exconjugantes obtenidos se analizaron por resistencia a antibióticos en medio TBA. 

Así, los clones que crecieron en apramicina (AprR) pero no lo hicieron en 

λPstI fkbN∆fkbN

1832 pb

3216 pb

Figura 3.23. Comprobación mediante PCR de la inactivación 
del gen fkbN en el cósmido E usando los cebadores 
FkbNRD1/FkbNRD2. El carril 1 contiene ADN del fago λ 
digerido con la enzima de restricción PstI. El carril 2 
corresponde al control negativo (reacción de PCR con agua mQ 
en lugar de ADN). En los carriles 3 y 4 las reacciones de PCR 
contienen ADN del cósmido E silvestre y del cósmido E 
recombinante (cósmido E:∆fkbN), respectivamente.   
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kanamicina+apramicina (KnS + AprR) indicaron una doble recombinación y por tanto la 

sustitución del gen fkbN por el casete de resistencia a apramicina en el genoma de S. 

tacrolimicus. Mientras que el crecimiento en presencia de ambos antibióticos indicó la 

integración del cósmido E:ΔfkbN recombinante en el cromosoma de S. tacrolimicus mediante 

una recombinación simple, siendo el ADN perteneciente al SuperCos1 el que aporta la 

resistencia a kanamicina.  

Tras analizar 473 exconjugantes se obtuvieron ocho posibles dobles recombinantes que 

fueron comprobados por PCR utilizando de nuevo los cebadores FkbNRD1/FkbNRD2. Así, 

la PCR con oligonucleótidos externos debe amplificar una banda de 1832 nt en el doble 

recombinante (S. tacrolimicus:∆fkbN) respecto a una banda de  3216 nt correspondiente a la 

cepa silvestre (Figura 3.24A). 

 

 
 
Figura 3.24. Comprobación de la interrupción del gen fkbN en el cromosoma de S. tacrolimicus. A) Análisis 
mediante PCR usando los cebadores FkbNRD1/FkbNRD2. De los 8 clones positivos, 4 fueron seleccionados para 
posterior análisis mediante Southern. B) Mapa del cromosoma de S. tacrolimicus y del mutante S. 
tacrolimicus:∆fkbN. Se indica la sonda usada en la hibridación. C) Hibridación de Southern del ADN de los 4 
exconjugantes de S. tacrolimicus:ΔfkbN seleccionados y la cepa silvestre S. tacrolimicus tras su digestión con  NcoI, 
utilizando como sonda un fragmento de 482 pb. Las bandas obtenidas corresponden al patrón de restricción 
indicado en B. 
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Para confirmar el resultado obtenido mediante PCR se realizó una hibridación tipo 

Southern seleccionando 4 de los clones, denominados S. tacrolimicus:∆fkbN9-4, S. 

tacrolimicus:∆fkbN26-1, S. tacrolimicus:∆fkbN26-4 y S. tacrolimicus:∆fkbN26-5. El ADN de la cepa 

parental S. tacrolimicus y el de los cuatro clones recombinantes se digirió con la enzima NcoI. 

Como sonda se utilizó un fragmento de 482 pb correspondiente al gen orfV y a la región 

intergénica entre orfQ y orfV obtenida por PCR con los cebadores fkb1308 y fkb2108. Tras la 

hibridación, la presencia de dos bandas de 1769 pb y 412 pb permitió diferenciar la cepa 

parental de los dobles recombinantes, que presentaron una banda de 3069 pb y la misma 

banda de 412 pb (Figura 3.24 B y C). 

3.4.1.1.2. Análisis de la producción de tacrolimus en el mutante Streptomyces 

tacrolimicus:∆fkbN 

Con el fin de estudiar el efecto de la inactivación del gen fkbN se determinó la 

producción de tacrolimus con la cepa mutante S. tacrolimicus:∆fkbN. Se cultivaron los 4 

exconjugantes obtenidos (N26-1, N26-4, N26-5 y N9-4) observando que se comportaban de manera 

uniforme con respecto a la producción de tacrolimus, por lo que los datos de producción del 

mutante se obtuvieron calculando la media de la producción de las 4 cepas. 

Los cultivos de las cepas mutantes y silvestre se desarrollaron en medio sólido FKAm y 

la extracción de tacrolimus se realizó a los 7 días de cultivo, tiempo de máxima producción 

de tacrolimus (ver apartado 3.3.3.2). La producción se cuantificó mediante HPLC y los 

resultados obtenidos se representan en la Figura 3.25. No se observaron diferencias en el 

crecimiento entre ambos tipos de cepas, sugiriendo que el gen fkbN no está implicado en el 

metabolismo primario o la diferenciación celular. Sin embargo, la producción de tacrolimus 

de los mutantes S. tacrolimicus:∆fkbN fue un 74 % menor que  la de cepa silvestre, lo que 

indica que, aunque fkbN no es absolutamente esencial, sí actúa como un regulador positivo 

en la biosíntesis de tacrolimus (Figura 3.25). 

Estos resultados concuerdan con los presentados recientemente por Gonanovic et al. 

(2012) y Mo et al. (2012),  quienes describen el gen fkbN como un regulador positivo de la 

transcripción de tacrolimus en S. tsukubaensis y Streptomyces sp. KCTC 11604BP, 

respectivamente, aunque en ambos casos la inactivación génica conduce a la eliminación 

completa de la producción de tacrolimus. Sin embargo, y a pesar de no detectarse 

producción de tacrolimus en el mutante S. tsukubaensis:∆fkbN, sí que existe transcripción de 

los genes de la agrupación de tacrolimus analizados mediante RT-PCR (Goranovic et al., 

2012). En el caso de S. tacrolimicus la inactivación génica del regulador fkbN no parece 
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producir una disminución tan drástica de la transcripción de los genes biosintéticos y por 

tanto se siguen detectando pequeñas cantidades de tacrolimus. 

3.4.1.1.3. Introducción del gen fkbN en multicopia en S. tacrolimicus y 
S.tacrolimicus:ΔfkbN 

Una vez comprobado el efecto que causa la inactivación del gen fkbN sobre la 

producción de tacrolimus en S. tacrolimicus se procedió a la introducción del gen en 

multicopia en el  mutante S.tacrolimicus:ΔfkbN para validar los resultados obtenidos tras su 

deleción.  

En primer lugar diseñamos los oligonucleótidos denominados FkbN SE1 y FkbN SE2 

(ver Anexo 6.1.IV), que amplifican un fragmento de 3044 pb conteniendo el gen fkbN junto 

con su promotor. En el extremo 5´de cada oligonucleótido se añadió la secuencia de corte de 

la enzima SpeI para facilitar su clonaje en el plásmido pAMB1. El plásmido pAMB1 es un 

vector replicativo tanto en E. coli como en Streptomyces y posee genes de resistencia a 

apramicina (aac(3)IV), tioestreptona (tsr) y ampicilina(amp) . 

Realizamos la PCR con la ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion® (New England 

BioLabs), siguiendo el procedimiento descrito en materiales y métodos (apartado 2.10) y 

utilizando como molde el cósmido E. La banda obtenida fue purificada y clonada en el sitio 

único de corte SmaI del plásmido pBluescript en la cepa E.coli DH5α. La correcta 

amplificación fue comprobada mediante secuenciación. El gen fkbN con su promotor fue 

liberado con la enzima de restricción SpeI y posteriormente fue clonado en el sitio único de 

corte SpeI del plásmido pAMB1 obteniéndose el plásmido pAMB1-fkbN. Dicha construcción 

fue introducida mediante transformación en la cepa E. coli ET12567/pUZ8002. 

Posteriormente, el plásmido pAMB1-fkbN fue transferido mediante conjugación a las células 

de S. tacrolimicus y S. tacrolimicus:∆fkbN siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 

2.13.6. Los transformantes fueron seleccionados mediante resistencia a apramicina y 

tioestreptona. Del mismo modo fue introducido el vector pAMB1 en la cepa parental S. 

tacrolimicus para su posterior uso como control. 

3.4.1.1.4. Análisis de la producción de tacrolimus en el mutante S. 

tacrolimicus:∆fkbN y la cepa silvestre tras la introducción del gen fkbN en 

multicopia 

En un primer momento estudiamos el efecto de la introducción del plásmido replicativo 

pAMB1 sobre la producción de tacrolimus en la cepa parental para asegurarnos de que los 

resultados obtenidos eran debidos exclusivamente a la presencia del gen fkbN en multicopia 

y no a la del plásmido pAMB1 por sí mismo. Como resultado de la introducción del 
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plásmido pAMB1 se observa una disminución de la producción de tacrolimus en torno al 17 

%, por lo que asumimos que la introducción del plásmido afecta ligeramente de forma 

negativa a la producción del metabolito secundario tacrolimus pero no lo suficiente como 

para descartar su uso en los experimentos de sobreexpresión (Figura 3.25).   

Al comparar la producción de la cepa S. tacrolimicus/pAMB1 con la cepa S. 

tacrolimicus/pAMB1-fkbN se observa un aumento en la producción de tacrolimus del 83% 

(Figura 3.25). Estos datos concuerdan con los mostrados por Goranovic et al. (2012), quienes 

muestran que la sobreexpresion del gen fkbN produce un aumento significativo del título de 

tacrolimus de 2.1 veces con respecto a la cepa parental S. tsukubaensis.  

Por otro lado, y para comprobar si el gen fkbN es el responsable directo de la 

disminución de la producción de tacrolimus en el mutante, analizamos el efecto de la 

introducción en multicopia del gen fkbN en el mutante S. tacrolimicus:∆fkbN. Al comparar la 

producción de tacrolimus entre la cepa S. tacrolimicus:∆fkbN/pAMB1-fkbN con su cepa control 

S. tacrolimicus:∆fkbN se observa un aumento de la producción de tacrolimus de 8,5 ng/mg de 

peso seco. Si comparamos estos valores con los obtenidos por la cepa silvestre, se observa 

una restauración de los niveles de producción de tacrolimus que se habían visto afectados 

por la inactivación del gen fkbN. Por todo ello, se valida el papel como regulador positivo de 

la transcripción de tacrolimus que el gen fkbN ejerce en S. tacrolimicus (Figura 3.25).  

 

 
 

Figura 3.25. Resultados de la producción específica de tacrolimus de las distintas cepas analizadas. A) Gráfico 
que muestra los resultados de los cultivos realizados en medio sólido. Cada valor se obtiene a partir de  
extracciones realizadas a partir del micelio crecido en 8 placas. Los experimentos fueron realizados por triplicado. 
B) Tabla que muestra los valores de la producción específica de tacrolimus y la desviación estándar. WT, S. 
tacrolimicus;  WT+ pAMB1, S. tacrolimicus/pAMB1; ∆fkbN, S.tacrolimicus:∆fkbN; SE-fkbN,  S. 
tacrolimus/pAMB1-fkbN;; C-∆fkbN, S. tacrolimicus:∆fkbN/pAMB1-fkbN. 
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3.4.1.2. Análisis funcional de orfD en S. tacrolimicus 

3.4.1.2.1. Análisis funcional del gen orfD 

Por la presencia de un codón TTA y por su proximidad a los genes estructurales de la 

agrupación génica de biosíntesis de tacrolimus, consideramos al gen orfD como un posible  

regulador específico de ruta, por lo que procedimos a su caracterización. 

3.4.1.2.2. Inactivación del gen orfD 

Utilizando el método REDIRECT© (apartado 2.13) se logró la inactivación del gen orfD  

en el cósmido D8 en E. coli, como paso previo a su interrupción en el cromosoma de S. 

tacrolimicus. La interrupción génica se llevó a cabo reemplazando el gen orfD por el casete de 

apramicina obtenido a partir del plásmido pIJ773 mediante PCR, utilizando los 

oligonucleótidos denominados orfD-Up/orfD-Down (ver anexo 6.1.IV). Tras varios intentos 

se consiguió el reemplazamiento del gen orfD presente en el cósmido D8 por el casete de 

apramicina. Se comprobó mediante PCR el éxito de la sustitución utilizando los 

oligonucleótidos OrfD RD1/ Orf RD2.  

La construcción realizada en E. coli se introdujo en Streptomyces mediante conjugación a 

partir de la cepa ET12567/pUZ8002 según el método descrito en el apartado 2.13.6. Tras 

realizar varias conjugaciones analizamos un total de 536 colonias que fueron seleccionadas 

en un primer paso por su resistencia a apramicina. En una segunda selección, se hicieron 

réplicas de cada colonia en placas de TSA con apramicina y en placas de TSA con 

kanamicina y apramicina, seleccionando los clones que crecieron en apramicina (AprR) pero 

no lo hicieron en kanamicina+apramicina (KnS). Los exconjugantes positivos fueron 

comprobados mediante PCR utilizando dos parejas de cebadores, una pareja externa al gen 

orfD denominada OrfD RD1/ OrfD RD2 y otra pareja formada por un cebador interno al gen 

de resistencia a la apramicina (acc(3)IV REV) y otro externo al gen orfD (OrfD RD2). Así, si se 

ha producido la sustitución de forma correcta, la PCR con los oligonucleótidos externos en 

los dobles recombinantes amplificará una banda de 1921 pb, mientras que con los simples 

recombinantes se amplificará la banda de 1921 pb correspondiente al gen interrumpido 

(procedente del cósmido D8: ΔorfD) y otra banda de 1232 pb correspondiente al gen silvestre. 

Usando la segunda combinación de oligonucleótidos se espera obtener una banda de 1051 pb 

en la cepa S. tacrolimicus:∆orfD, mientras que en la cepa silvestre no debe existir 

amplificación. En la Figura 3.26 (A y B), se muestran los resultados de los dos clones que 

presentaron el patrón esperado.  

Para realizar la hibridación de Southern se digirió el ADN total de la cepa parental y de 

los dos clones de S. tacrolimicus:∆orfD con la enzima NcoI y se hibridó con una sonda de 811 



 

 

163 Resultados y Discusión 

pb, conteniendo el gen orfB, obtenida por PCR con los oligonucleótidos Southern D1/ 

Southern D2. Los dobles recombinantes presentaban una banda de 3467 pb mientras que la 

cepa parental presenta una banda de 2767 pb (Figura 3.26 C y D).  

 

 
 
Figura 3.26. Comprobación de la interrupción del gen orfD en el cromosoma de S. tacrolimicus. Análisis 
mediante PCR usando los cebadores OrfDR D1/OrfR D2 (A) y con los cebadores acc(3)IV REV y OrfR D2 (B). (C) 
Mapa del cromosoma de S. tacrolimicus y del mutante S. tacrolimicus:∆orfD. D) Hibridación de Southern del ADN 
de la cepa silvestre y de los 2 exconjugantes analizados de S. tacrolimicus:∆orfD digeridos con NcoI. Las bandas 
obtenidas corresponden a los patrones de restricción indicados en C. 

 

3.4.1.2.3. Análisis de la inactivación del gen orfD 

Tras la inactivación del gen orfD procedimos a estudiar su papel como regulador en la 

síntesis de tacrolimus. No se observaron cambios morfológicos de la cepa mutante con 

respecto a la cepa silvestre, lo que sugiere que el gen orfD no está implicado en el 

metabolismo primario. Sin embargo, al comparar la producción de tacrolimus entre las dos 

cepas se observa que la inactivación génica conlleva un aumento de la producción de 

tacrolimus de un 89 % (Figura 3.27), por lo que se puede concluir que el gen orfD actúa como 

un regulador negativo de la síntesis de tacrolimus. 
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Figura 3.27. Resultados de la producción específica de tacrolimus en las distintas cepas analizadas. A) Gráfico 
de resultados de las fermentaciones realizadas en medio sólido. B) Tabla de valores de la producción específica de 
tacrolimus y la desviación estándar. WT, S. tacrolimicus; ∆fkbD, S.tacrolimicus:∆fkbD; WT+ pAMB1, S. 
tacrolimicus/pAMB1; SE-fkbD,  S. tacrolimus/pAMB1-fkbD; C-∆fkbD, S. tacrolimicus:∆fkbD/pAMB1-fkbD. 

3.4.1.2.4. Introducción del gen orfD en multicopia en la cepa S. tacrolimicus y S. 
tacrolimicus:∆orfD 

Debido a que la inactivación del gen orfD tiene un claro efecto en la producción de 

tacrolimus estudiamos el efecto de la introducción de varias copias del gen tanto en la cepa 

silvestre como en el mutante S. tacrolimicus:∆orfD. 

La estrategia seguida para la sobreexpresión de orfD fue la misma que para fkbN. En este 

caso se empleó la pareja de oligonucleótidos FkbD SE1/FkbD SE2, que amplifica un 

fragmento de 862 pb, utilizando como ADN molde el cósmido D8. En el extremo 5´ de cada 

oligonucleótido se añadió la secuencia de corte de la enzima SpeI para facilitar el clonaje del 

gen orfD en el plásmido pAMB1. 

El  producto de PCR se clonó en el sitio SmaI de pBluescript obteniéndose el vector pBS-

orfD, de 3823 pb. Los transformantes fueron analizados por patrones de digestión y mediante 

secuenciación con los oligonucleótidos universales F y R.  Posteriormente el vector pBS-orfD 

fue digerido con la enzima SpeI liberándose el fragmento correspondiente al gen orfD, que 

finalmente fue clonado en el sitio de corte SpeI del plásmido pAMB1, obteniéndose la 

construcción pAMB1-orfD, de 10.590 pb. Dicha construcción fue introducida mediante 

conjugación en las cepas S. tacrolimicus y S. tacrolimicus:ΔorfD desde la cepa E. coli 

ET12567/pUZ8002.  
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3.4.1.2.5. Análisis de la producción de tacrolimus en el mutante S. 

tacrolimicus:∆orfD y la cepa silvestre tras la introducción del gen orfD en 

multicopia 

Para confirmar que el gen orfD era el único responsable del aumento de la producción de 

tacrolimus tras la inactivación génica, procedimos a la complementación de la cepa 

tacrolimicus:∆orfD mediante la introducción del gen orfD, junto con su región promotora, 

clonado en el plásmido pAMB1. Tras la comparación de la producción de tacrolimus entre la 

cepa S. tacrolimicus/ΔorfD y la cepa S. tacrolimicus:∆orfD/pAMB1-orfD se observa una 

disminución de la producción de tacrolimus del 59 %. Si comparamos estos valores con los 

obtenidos por la cepa silvestre, se observa una restauración de los niveles de producción de 

tacrolimus que se habían visto afectados por la inactivación del gen orfD. 

Del mismo modo estudiamos el efecto de la sobreexpresión del gen orfD en la cepa 

parental, observándose una disminución de la producción del 26% en la cepa S. 

tacrolimus/pAMB1-orfD frente a la cepa control S. tacrolimus/pAMB1 (Figura 3.27). Por todo 

ello, se valida el papel del gen orfD como un regulador negativo de la transcripción de 

tacrolimus en S. tacrolimicus.  

3.4.1.3. Análisis funcional de orfX en S. tacrolimicus 

3.4.1.3.1. Análisis funcional del gen orfX 

Debido a la proximidad del gen orfX a los genes estructurales de la agrupación génica de 

tacrolimus, procedimos a su interrupción para estudiar el posible efecto regulador de dicho 

gen en la producción de tacrolimus. 

3.4.1.3.2. Inactivación del gen orfX 

La inactivación génica se llevó a cabo utilizando la técnica REDIRECT©, reemplazando el 

gen orfX por un fragmento de 1384 pb amplificado mediante PCR a partir del plásmido 

pIJ773. Para ello se utilizaron los cebadores orfX-Up/orfX-Down y el cósmido E. Se verificó 

el reemplazamiento mediante PCR utilizando los oligonucleótidos fkb2101/fkb1421, 

previamente empleados en la secuenciación de la agrupación génica (Anexo 6.1.I). En las 

colonias donde produjo doble recombinación se obtuvo una banda de amplificación de 2709 

pb, frente a la banda de 2356 pb obtenida con la cepa silvestre (Figura 3.28). 

El cósmido con el gen orfX delecionado se introdujo en S. tacrolimicus mediante 

conjugación (ver apartado 2.13.6). Como resultado de la conjugación se obtuvieron 327 

colonias que fueron seleccionadas en un primer paso por su resistencia a apramicina, lo cual 

indicaba que se había incorporado el gen aac(3)IV. En una segunda selección, se hicieron 

réplicas en medio TSA con apramicina y en TSA con apramicina y kanamicina de cada 
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colonia obtenida. Tras el análisis mediante PCR utilizando los oligonucleótidos 

fkb2101/fkb1421 de más de 200 colonias que mostraban el fenotipo AprR KnS no obtuvimos 

ningún doble recombinante. Por tanto se volvieron a realizar nuevas rondas de conjugación 

utilizando diferentes concentraciones de células. Inicialmente se ensayó una mezcla de 108 

esporas resuspendidas en 0,5 ml de 2xTY  con 0,5 ml de una suspensión de E. coli (DO600 de 

0,4). Posteriormente se utilizaron concentraciones de esporas de 2x108 y 109, así como células 

de E. coli provenientes de cultivos a una DO600 de 0,4, 0,5 y 0,6, en 1 ml final. Tras llevar a 

cabo las diferentes conjugaciones se analizaron más de 1600 colonias por su resistencia a los 

distintos antibióticos. Los clones fueron sembramos en medio TSA con apramicina y 

posteriormente en medio con apramicina y kanamicina. De las 270 clones AprR KnS 

analizados posteriormente mediante PCR ninguno presentó la banda de amplificación 

correspondiente al gen interrumpido. 

Debido a que la tasa de doble recombinación era nula, probamos a forzar la doble 

recombinación mediante pases de las colonias recombinantes simples tanto en medio TSB  

como en medio TSA suplementado con apramicina. Finalmente y tras realizar 103 pases no 

se obtuvo ningún doble recombinante. Igualmente se realizó de nuevo en E. coli la 

construcción del cósmido E con el gen orfX interrumpido para su posterior interrupción en el 

cromosoma de S. tacrolimicus. 

En este segundo intento, y tras analizar más de 400 exconjugantes, tampoco se obtuvo 

ningún clon positivo. Debido a la imposibilidad de obtener un mutante con el gen orfX 

delecionado y  puesto que este gen no estaba presente en el resto de agrupaciones génicas de 

otras especies productoras de tacrolimus desistimos de continuar con su inactivación génica. 

 

 
 

2356pb
2709 pb

λ PstIorfX ∆orfX

Figura 3.28. Análisis mediante PCR para comprobar la 
inactivación del gen orfX. Carril 1, PCR a partir del cósmido E 
silvestre; Carril 2, cósmido E recombinante (cósmido E:∆orfX); 
Carril 3, ADN del fago λ digerido con la enzima de restricción PstI.    

 



 

 

167 Resultados y Discusión 

3.4.1.3.3. Introducción del gen orfX en multicopia en la cepa S. tacrolimicus 

A pesar de no lograr la inactivación del gen orfX en S. tacrolimicus procedimos a su 

sobreexpresión en la cepa silvestre para estudiar el efecto de la introducción de varias copias 

del gen sobre la producción de tacrolimus.  

Para ello se diseño una pareja de oligonucleótidos denominados FkbX SE1/FkbX SE2 

que amplifican un fragmento de 1249 pb utilizando como ADN molde el cósmido E. El 

producto de PCR se clonó en el sitio SmaI de pBluescript obteniendo el vector pBS-orfX. Tras 

comprobar que la secuencia del fragmento clonado se correspondía con el gen orfX, se digirió 

el vector pBS-orfX con la enzima SpeI, liberándose el fragmento correspondiente al gen orfX 

que finalmente fue clonado en el sitio de corte único SpeI del plásmido pAMB1. 

Por último la contrucción pAMB1-SEorfX fue trasferida mediante conjugación a la cepa 

parental desde E. coli ET12567/pUZ8002. La presencia en el vector de los marcadores de 

resistencia AprR y TsrR nos permitió diferenciar fácilmente aquellas colonias que poseían la 

construcción.  

3.4.1.3.4. Análisis de la producción de tacrolimus en la cepa silvestre tras la 
introducción del gen orfX en multicopia 

Tras comparar la producción de la cepa S. tacrolimus/pAMB1-orfX con su cepa control S. 

tacrolimus/pAMB1 se observó una disminución de la producción del 7,3%, no siendo este dato 

significativo. Por lo tanto, y con los datos disponibles, podemos concluir que el gen orfX no 

tiene un papel regulador significativo sobre la producción de tacrolimus (Figura 3.29). 

 

 
 

Figura 3.29. Resultados de la producción específica de tacrolimus en la cepa S. tacrolimicus/pAMB1 y S. 
tacrolimicus/pAMB1-orfX. A) Gráfico que muestra los resultados de las fermentaciones realizadas en medio 
sólido. B) Valores de la producción específica de tacrolimus y la desviación estándar en las cepas estudiadas.  
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3.4.1.4. Análisis funcional de orfW en S. tacrolimicus 

3.4.1.4.1. Análisis funcional del gen orfW 

Debido a la proximidad del gen orfW a la agrupación génica de tacrolimus, 

procedimos a la inactivación génica para estudiar el posible efecto regulador de dicho gen 

sobre la producción de tacrolimus. 

3.4.1.4.2. Inactivación del gen orfW 

La inactivación génica se llevó a cabo mediante la técnica de REDIRECT® realizando el 

reemplazamiento en el cósmido E. El reemplazamiento se verificó mediante PCR utilizando 

los oligonucleótidos fkb2104/fkb1309, usados previamente para la secuenciación de la 

agrupación génica de tacrolimus (Anexo 6.1.I). En las colonias donde se produjo doble 

recombinación obtuvimos una banda de amplificación de 2917 pb frente a la banda de 2018 

pb obtenida con la cepa silvestre (Figura 3.30).  

Tras obtener varios clones positivos, se introdujo el cósmido E:ΔorfW en la cepa E. coli 

ET12567/pUZ8002 mediante transformación. El ADN de las colonias obtenidas se analizó 

mediante PCR para comprobar que el cósmido con la construcción no se había perdido. 

A continuación, el cósmido recombinante se transfirió a las células de S. tacrolimicus 

mediante conjugación (ver apartado 2.13.6). Como resultado de la conjugación se obtuvieron 

457 colonias que fueron seleccionadas en un primer paso por su resistencia a apramicina. En 

una segunda selección, con cada colonia obtenida se hicieron réplicas en placas de medio 

TSA con apramicina y en placas de medio TSA con apramicina y kanamicina. Del mismo 

modo que ocurrió con el gen orfX, no obtuvimos ningún doble recombinante, por lo que 

procedimos tanto a realizar nuevas conjugaciones para obtener un doble recombinante de 

manera directa, como a hacer pases en medio liquido y sólido a partir de los recombinantes 

simples con el fin de forzar la doble recombinación. 

 

λ PstI orfW ∆orfW

2018pb

2917 pb

Figura 3.30. Análisis mediante PCR para comprobar la 
inactivación del gen orfW. Carril 1, ADN del fago λ digerido 
con la enzima de restricción PstI; carril 2, control negativo 
(reacción de PCR con agua mQ en lugar de ADN); carril 3, ADN 
del cósmido E silvestre; carril 4, ADN del cósmido E 
recombinante (cósmido E:∆orfW). 
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Tras analizar más de 1000 exconjugantes y realizar más de 52 pases, no fue posible 

obtener un doble recombinante con el gen inactivado. 

Uno de los posibles motivos por el cual no fuimos capaces de obtener dobles 

recombinantes puede ser debido a la posición de los genes orfW y orfX en el cósmido E. 

Dichos genes se encuentran situados cercanos a uno de los extremos del cósmido, estando el 

gen orfW  y el gen orfX a 4900 pb y 3800 pb del extremo T3 del cósmido E, respectivamente. 

Aunque en principio las casi 5 y 4 Kb son suficientes para que en ellas se produzcan una 

recombinación, puede que haya sido un factor determinante para no tener éxito en la 

inactivación de dichos genes. Los otros dos cósmidos obtenidos en el rastreo en la zona 

derecha de la agrupación génica de tacrolimus, denominados cósmido D y F, no pudieron 

ser utilizados para la interrupción génica, ya que uno estaba reorganizado (cósmido D) y el 

otro no contenía la secuencia de dichos genes (cósmido F). Puesto que estos posibles genes 

reguladores no estaban presentes en el resto de agrupaciones de tacrolimus, dimos por 

finalizado el intento de inactivación.   

3.4.1.4.3. Introducción del gen orfW en multicopia en la cepa S. tacrolimicus 

Aunque no tuvimos éxito en la inactivación del gen orfW en S. tacrolimicus, procedimos a 

su amplificación en la cepa silvestre para estudiar el efecto de la introducción de varias 

copias del gen sobre la producción de tacrolimus.  

Utilizando como molde el cósmido E, realizamos una PCR con la pareja de 

oligonucleótidos FkbW SE1/FkbW SE2 (Anexo 6.1.IV), obteniendo un fragmento de 727 pb 

que se clonó en el sitio SmaI de pBluescript obteniéndose el vector pBS-orfW en la cepa E.coli 

DH5α. Analizamos los clones obtenidos mediante patrones de digestión, y los clones 

positivos fueron confirmados mediante secuenciación. 

El gen orfW fue liberado mediante digestión con SpeI y posteriormente clonado en el 

sitio único de corte SpeI del plásmido replicativo pAMB1. El plásmido pAMB-orfW fue 

introducido en la cepa E. coli ET12567/pUZ8002 mediante transformación y posteriormente 

transferido  mediante conjugación a S. tacrolimicus. Los exconjugantes fueron seleccionados 

por marcadores de resistencia, siendo los exconjugantes positivos AprR TsrR. 

3.4.1.4.4. Análisis de la producción de tacrolimus en la cepa silvestre tras la 
introducción del gen orfW en multicopia 

Tras comparar la producción de la cepa S. tacrolimus/pAMB1-orfW con su cepa control S. 

tacrolimus/pAMB1 se observó un ligero aumento de la producción del 10%, no siendo este 

dato significativo si tenemos en cuenta los datos de desviación estándar (Figura 3.31).  
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Al no disponer de los datos de producción de la cepa mutante S. tacrolimicus: ∆orfW no 

podemos determinar el efecto regulador del gen orfW sobre la producción de tacrolimus. Sin 

embargo, los resultados de producción de la cepa sobreexpresada S. tacrolimus/pAMB1-orfW 

parece indicar el gen orfW  tampoco tiene un papel regulador sobre la producción de 

tacrolimus. 

 

 
 

Figura 3.31. Resultados de la producción específica de tacrolimus en la cepa S. tacrolimicus/pAMB1 y S. 
tacrolimicus/pAMB1-orfW. A) Gráfico que muestra los resultados de las fermentaciones realizadas en medio 
sólido. B) Valores de producción específica de tacrolimus y desviación estándar en las cepas estudiadas.  

  

3.4.2. Expresión heteróloga del gen fkbG de la agrupación génica de 
tacrolimus de S.tsukubaensis en S.tacrolimicus 

Tras la secuenciación de la agrupación génica de tacrolimus en S.tacrolimicus, 

observamos que el gen fkbG, que codifica una metiltransferasa esencial para la síntesis de la 

unidad extendedora metoximalonil-ACP, se encontraba truncado, presentando únicamente 

los nucleótidos que codifican los primeros 41 aa (extremo 5´) y los últimos 99 aa (extremo 3´) 

de la proteína en comparación con su homologo fkbG en S. tsukubaensis, de 222 aa. Entre los 

dos fragmentos existen 5 nucleótidos, interrumpiéndose el marco de lectura y por tanto 

siendo imposible la traducción de la proteína.  

De este modo, y siendo esencial la proteína FkbG para la síntesis de tacrolimus 

propusimos que la metiltransferasa codificada por el gen orfG, secuenciado por primera vez 

en este trabajo, podría suplir la función de FkbG. Sin embargo, y debido a que inicialmente 

no observamos producción de tacrolimus en los caldos de cultivo de S.tacrolimicus, pensamos 

que la falta de producción podría ser debida a la no funcionalidad del gen fkbG. Para 

comprobarlo clonamos el gen homólogo fkbG de la agrupación génica de S.tsukubaensis, que 

presenta una identidad del 86%, en el plásmido replicativo pAMB1. 
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Para proceder con el experimento diseñamos la pareja de oligonucleótidos fkbG-

SE1/fkbG-SE2 que amplifica un fragmento de 927 pb, incluyendo el gen fkbG y su promotor. 

Realizamos el clonaje en el sitio único SmaI del plásmido pBluescript en E.coli DH5α y el 

inserto fue liberado con la enzima SpeI y posteriormente clonado en el sitio único SpeI del 

plásmido pAMB1. Del mismo modo que para la sobreexpresión de los genes reguladores, el 

plásmido pAMB1-SEfkbG fue introducido en la cepa E. coli ET12567/pUZ8002. 

Posteriormente el plásmido pAMB1-SEfkbG fue transferido a S. tacrolimicus mediante 

conjugación. Los exconjugantes fueron seleccionados por marcadores de resistencia, siendo 

los exconjugantes positivos AprR TsrR.  

3.4.2.1. Análisis de la producción de tacrolimus tras la expresión heteróloga del gen 
fkbG de S. tsukubaensis en S. tacrolimicus 

Fueron obtenidos 5 clones de la cepa S. tacrolimicus:pAMB1-fkbG, a partir de los cuales 

se procedió a determinar la producción de tacrolimus en medio sólido a los 7 días de cultivo.  

Al comparar la producción mediante bioensayo se pudieron observar halos de 

inhibición sensiblemente más grandes con los extractos obtenidos a partir de los distintos 

clones de la cepa sobreexpresada que con el extracto obtenido a partir de la cepa silvestre 

(Figura 3.32 B). S. tacrolimicus:pAMB1-fkbG11 fue la cepa de elección para posteriores análisis 

cuantitativos mediante HPLC por el mayor diámetro del halo de inhibición presentado en el 

bioensayo (Figura 3.32 A). Dicha cepa, presentó un incremento de la producción de 

tacrolimus del 28 % frente a la cepa silvestre, lo que confirma los resultados observados 

mediante bioensayos (Figura 3.33).   
 

 
 

Figura 3.32. Análisis mediante bioensayo y HPLC del producto de la extracción de los cultivos en medio 
sólidode. A) Cromatograma de los extractos obtenidos a partir los cultivos en medio sólido de las cepas S. 
tacrolimicus/pAMB1 (línea negra) y S. tacrolimicus/pAMB1-fkbG (línea roja). B) Placa de bioensayo utilizando la 
cepa Saccharomyces cerevisiae TB23 como microorganismo sensor. El halo del pocillo 1 corresponde a la muestra 
procedente de la extracción del cultivo de la cepa S. tacrolimicus/pAMB1. Los pocillos 2 a 6 corresponden a los 
cultivos de distintos clones de la cepa S. tacrolimicus/pAMB1-fkbG. El pocillo central corresponde a tacrolimus 
puro (5 µg/ml) utilizado como control positivo.  
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Nuestros resultados implican que la introducción en multicopia del gen fkbG de S. 

tsukubaensis tiene un efecto positivo en la producción de tacrolimus en S. tacrolimicus. Estos 

datos son coherentes con los presentados en el trabajo de Chen et al. (2012), donde muestran 

que la duplicación de la agrupación de genes fkbGHIJK para la síntesis de la unidad 

extendedora metoximalonil-ACP en S. tsukubaensis produce un aumento de la producción 

del 30% con respecto a la cepa silvestre, si bien en este trabajo introducen una copia de toda 

la agrupación de genes fkbGHIJK y en nuestro caso únicamente el gen fkbG. Nuestros 

resultados confirman que el hecho de que se encuentre truncada la metiltransferasa, 

responsable de la reacción de metilación previa a la síntesis de la unidad extendedora 

metoximalonil-ACP, es un factor limitante para la síntesis de dicha unidad extendedora y en 

última instancia para la de tacrolimus. Sin embargo, la detección de producción en S. 

tacrolimicus supone que la actividad de dicho gen es reemplazado por otro, siendo uno de los 

principales candidatos el gen orfG. 

 
 

Figura 3.33. Resultados de la producción específica de tacrolimus en la cepa S. tacrolimicus/pAMB1 y S. 
tacrolimicus/pAMB1-fkbG. A) Gráfico que muestra los resultados de las fermentaciones realizadas en medio 
sólido. B) Valores de producción específica de tacrolimus y desviación estándar en las cepas estudiadas.  
 

3.4.3. Análisis transcripcional de la producción de tacrolimus en S. 
tacrolimicus mediante qRT-PCR 

Una vez obtenidos los resultados de producción de tacrolimus en medio sólido tanto de 

la cepa silvestre como de los mutantes S.tacrolimicus:∆fkbN y S. tacrolimicus:∆orfD, 

procedimos a su validación mediante análisis transcripcional.  

Debido a la baja producción de tacrolimus detectada en las fermentaciones de S. 

tacrolimicus, del orden de 13 ng/mg en la cepa silvestre, era necesario utilizar una técnica de 

análisis transcripcional que permitiera detectar pequeñas diferencias de expresión entre la 
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cepa silvestre y los mutantes, por lo que la qRT-PCR  (del inglés “quantitative Real Time 

PCR”) fue el método de elección.  

La qRT-PCR presenta alta sensibilidad y especificidad, buena reproducibilidad y un 

amplio rango de cuantificación, además es el método más sensible y fiable en casos de 

transcritos poco abundantes o con ARN parcialmente degradado (Nikitina et al., 2003). 

Para poder comparar los resultados  a partir de las fermentaciones en medio sólido con 

los resultados obtenidos de las qRT-PCR era necesario llevar a cabo la extracción de ARN a 

partir de micelio crecido en medio sólido. Para ello fue necesario optimizar en primer lugar 

el protocolo de extracción de ARN de S.tacrolimicus a partir de medio sólido. 

3.4.3.1. Optimización del protocolo de extracción de ARN de S. tacrolimicus a partir 
de medio sólido 

El grado de integridad del ARN es esencial para obtener datos de expresión génica 

significativos, siendo necesario ARN de alta calidad, libre de ADN y no degradado para 

obtener resultados fiables (Becker et al., 2010; Fleige y Pfaffl, 2006). 

En un primer momento se empleó una adaptación de un método descrito para 

Streptomyces por Tunca et al., 2007. Sin embargo, y debido a que obteníamos ARN 

completamente degradado, procedimos a hacer cambios, inicialmente en el protocolo de 

extracción y posteriormente en la muestra de partida.  

En cuanto al protocolo fueron testadas diferentes concentraciones de lisozima (0,  0,15 y 

0.3 mg/ml) para favorecer la ruptura de la pared celular tras agitación con vórtex, así como  

añadir bolas de vidrio para facilitar la disgregación mecánica del micelio. Con estas 

modificaciones se obtuvieron buenas concentraciones de ARN, aunque éste se encontraba 

degradado, por lo que parecía que el problema no estaba en la ruptura del micelio. 

Por ello se fijó la concentración de lisozima en 0,15 mg/ml y se analizaron distintos 

tiempos de cultivo, recogiendo muestras a las 24 h (antes no se observa suficiente 

crecimiento en las placas de S. tacrolimicus), 48 y 72 h. En todos los casos se obtuvo ARN 

degradado, aunque con mejores índices de integridad a las 48 h que en el resto de los 

tiempos. 

 Finalmente se observó que el problema no estaba tanto en el protocolo de extracción o 

en los tiempos de recogida del micelio, sino que el problema radicaba en el material de 

partida utilizado para la extracción. En un principio las placas eran sembradas a partir de un 

vial de micelio conservado en glicerol al 20 % a -80 ºC, asegurando que todas las extracciones 

se realizaban a partir del mismo inoculo de partida. Sin embargo, a pesar de que el 

crecimiento en placa era normal, la integridad del ARN se veía fuertemente afectada por el 
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glicerol y la congelación. Por ello, se decidió partir de un preinóculo fresco inoculado con 

esporas de S. tacrolimicus para cada siembra. En este caso se obtuvieron muestras con una 

buena integridad de ARN (RNA Integrity number “RIN”) (Figura 3.34).  

 
Figura 3.34. Resultado del proceso de optimización del protocolo de extracción del ARN sobre el 
número RIN de las muestras obtenidas. A) Electroforetograma de muestra con gran degradación de 
ARN (RIN no disponible) antes de optimizar el protocolo. B)  Electroforetograma de muestra con una 
alta integridad de ARN (RIN 9.4) obtenida tras la optimización del protocolo de extracción de ARN a 
partir de fermentaciones en medio sólido.  

 

Las condiciones finales elegidas para la extracción de ARN fueron las 48 h de cultivo en 

el medio de producción FKAm, estando el grado de integridad para todas las muestras 

especificado por  el número RIN, entre 8,5 y 9,4 (sobre un máximo de 10). En cuanto a la 

pureza del ARN, en todos los casos la relación de las absorbancias a 260 y 280 nm (A260/A280) 

estuvo en el rango 1.9-2.1, confirmando de este modo que no estaba contaminado con 

proteínas. La relación A260/A230 estaba cercana a 2, lo que indica que las muestras no estaban 

contaminadas con solventes orgánicos utilizados durante la extracción, como fenol, que 

pueden interferir en el experimento (Gallagher y Desjardins, 2006). Para asegurarnos de que 

el ARN no presentaba contaminación con ADN se analizaron las muestras en un gel de 

agarosa. 

3.4.3.2. Diseño de oligonucleótidos para las qRT-PCR 

Tras realizar un análisis informático de la agrupación génica de tacrolimus se decidió 

estudiar la expresión de los genes orfD, orfL, orfG, fkbG, fkbL, fkbB, fkbO, fkbQ y fkbN por ser 

los primeros genes de todos los posibles transcritos de la agrupación , utilizando el gen hrdB 

como referencia. 

Diseñamos una pareja de oligonucleótidos para cada gen (Tabla 3.5 y anexo 6.1.VI) 

teniendo en cuenta el tamaño, la especificidad, la complementariedad, la Tm y la presencia 

de residuos G/C en el extremo 3´de los cebadores. En cuanto al tamaño, los cebadores tenían 

un tamaño de 17 a 25 nt, y el fragmento a amplificar estaba comprendido entre 90 a 200 pb. 

RNA Concentration: 4,793 ng/μl

RNA Integrity Number (RIN): 9.4
RNA Concentration: 3,702 ng/μl

RNA Integrity Number (RIN): N/A

A) B)
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Los oligonucleótidos fueron altamente específicos, no presentando complementariedad tanto 

intra-oligonucleótido como entre la pareja de cebadores. Se buscaron parejas de 

oligonucleótidos con una diferencia de Tm no superior a 4 y que en cuyo extremo 3´ 

presentaran al menos 3 residuos de G o C para favorecer que dicho extremo hibride 

correctamente (Sharrocks y Shaw, 1992). 

Tabla 3.5. Relación  de cebadores empleados para la realización de los experimentos de qRT-PCR.  

Gen Cebadores PCR empleados 
Tamaño 

amplicon (pb) 
Eficiencia reacción 

(%) 
Tª óptima 

anillamiento (ºC) 

hrdB hrdB U/ hrdB U 109 94.37 62 
fkbO fkbO QRT-U2/ fkbO QRT-D2 150 90.20 64 
fkbQ fkbQ QRT-U2/ fkbQ QRT-D2 96 93.12 66 
fkbN fkbN QRT-U1/ fkbN QRT-D1 92 88.15 64 
orfD orfD QRT-U1/ orfD QRT-D1 139 90.60 60 
orfL orfL QRT-U1/ orfL QRT-D1 186 97.19 62 
fkbG fkbG QRT-U1/ fkbG QRT-D1 100 97.05 62 
orfG orfG QRT-U1/ orfG QRT-D1 103 89.16 66 

 

Los oligonucleótidos fueron diseñados utilizando dos programas informáticos (Primer 3 

y Primer Select) asegurándonos así de que cumplían las características mencionadas 

anteriormente. A pesar de ello, 3 de las parejas no funcionaron correctamente, la pareja fkbO 

QRT-U1/fkbO QRT-D1 formaba hibridaciones inespecíficas, la pareja fkbQ QRT-U1/fkbQ 

QRT-D1 presentaba problemas de dímeros y la pareja fkbB QRT-U1/fkbB QRT-D1 también 

produjo hibridaciones inespecíficas. En el caso del gen fkbB, codificante de una PKS, tras 

intentar 3 parejas distintas de cebadores decidimos no analizarlo por la imposibilidad de 

obtener hibridaciones específicas, ya que la alta repetición de secuencia de las PKS dificultó 

enormemente el diseño de oligonucleótidos específicos. En el caso de los otros dos genes 

finalmente se consiguieron parejas de cebadores que anillaban de manera específica (Figura 

3.35). 

Una vez obtenidos los oligonucleótidos específicos para cada gen objeto de estudio y 

determinada la temperatura a la cual los oligonucleótidos anillaban de manera específica, se 

analizó la eficiencia de cada reacción para dicha temperatura. El valor de la eficiencia de la 

reacción de PCR se obtuvo a partir de la curva standard realizada a partir de diluciones 

seriadas de ADNt (Pfaffl, 2001). Para obtener resultados precisos y reproducibles son 

aconsejables eficiencias cercanas o por encima del 90%. Una eficiencia del 100% indica que 

todas las moléculas (moldes) se duplican después de cada ciclo durante la fase exponencial. 

En la tabla 3.5 se muestran las eficiencias de la reacción de PCR para cada gen, siendo todas 

ellas cercanas o superiores al 90%. 
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Figura 3.35. Comprobación mediante PCR de la especificidad de los cebadores diseñados para cada 
gen.   

 

3.4.3.3. Retrotranscripción y reacción de PCR a tiempo real 

La síntesis de ADNc se llevó a cabo empleando la retrotranscriptasa Super ScriptTM III 

(apartado 2.15.1). La amplificación y cuantificación del ADNc mediante PCR a tiempo real se 

realizó usando SYBR® Green Real-Time PCR Master Mix (Applied Biosystems), en un 

termociclador StepOnePlus (Applied Biosystems). El SYBR Green es un fluoróforo de unión 

específica al surco menor de la doble hélice de ADN y  detecta cuantitativamente el amplicón 

mediante la transferencia de energía por resonancia de fluorescencia (FRET). Si tenemos un 

único producto de PCR, el SYBR Green es especialmente útil ya que produce fondo 

inespecífico únicamente a ciclos muy tardíos. 

El nivel de expresión de los genes fue medido mediante cuantificación relativa. La 

cuantificación relativa determina los cambios en los niveles de ARNm en estado estacionario 

de un gen en múltiples muestras y expresado en relación a los niveles de un control interno 

de ARN. En nuestro caso comparamos los niveles de expresión de varios genes de la 

agrupación génica de tacrolimus de S. tacrolimicus frente a los de los mutantes 

S.tacrolimicus:∆ fkbN, y S.tacrolimicus:∆orfD y utilizando como referencia el gen constitutivo 

hrdB, que codifica el principal factor sigma de la ARN polimerasa. Para cada gen se 

realizaron 2 replicas biológicas y 3 replicas técnicas, realizando los experimentos por 

triplicado. Los cálculos fueron obtenidos a partir del modelo matemático de cuantificación 

relativa con corrección de la eficiencia desarrollado por Pfaffl (2001). En la ecuación de Pfaffl, 

la relación de la expresión relativa (R) del gen diana (objeto de estudio) es calculado en base 

a la eficiencia (E) y la desviación del Ct de una muestra desconocida (en nuestro caso el 

mutante) frente al control (cepa silvestre) y expresado en comparación con el gen de 

referencia, en nuestro caso hrdB (Pfaffl, 2001).  

𝑅 =  
 (Ediana)∆Ctdiana(control−mutante)

(Ereferencia)∆Ctref(control−mutante)
 

1 kb 1 kbhrdB - fkbO - fkbQ - fkbN - orfD - orfL - fkbG - orfG -
Gen

amplificado

Tamaño de 
banda esperado 

(pb)

hrdB 109

fkbO 150

fkbQ 96

fkbN 92

orfD 139

orfL 186

fkbG 100

orfG 103



 

 

177 Resultados y Discusión 

3.4.3.4. Análisis transcripcional de los genes de biosíntesis de tacrolimus en la 

cepa S.tacrolimicus:∆fkbN mediante qRT-PCR 

Los resultados de producción de tacrolimus mostraron que la inactivación del gen 

regulador fkbN afecta negativamente a la producción de tacrolimus. Para validar los efectos 

de la deleción del gen, llevamos a cabo un análisis comparativo de la expresión de los genes 

de la agrupación génica de tacrolimus en la cepa mutante S.tacrolimicus:∆fkbN frente a la cepa 

silvestre, con el fin de dilucidar qué genes se encuentran bajo la regulación de fkbN ya sea de 

manera directa o bien mediada por factores intermedios. 

Los resultados del análisis transcripcional mediante qRT-PCR del mutante 

S.tacrolimicus:∆fkbN indican que todos los genes analizados se transcriben tanto en el mutante 

como en la cepa silvestre, produciéndose un descenso más pronunciado de la transcripción 

en los genes fkbG (descenso de 4.48 veces), orfG (7.14 veces) y orfD (5.33 veces) (Figura 3.36). 

Para los genes orfL, fkbO y fkbQ se obtuvieron disminuciones de expresión de 2,83, 1,62 y 2,29 

veces, respectivamente (Figura 3.36). Por lo tanto, estos datos validan los resultados 

obtenidos tras los experimentos de producción por lo que se puede concluir que el gen fkbN 

actúa como un regulador positivo de la transcripción.  
 

 
 

Figura 3.36. Análisis mediante qRT-PCR de la expresión de los genes de la agrupación de 
tacrolimus en S. tacrolimicus: ΔfkbN. Representación, a escala logarítmica, de los niveles de 
expresión relativa en S. tacrolimicus:ΔfkbN en relación a la de S. tacrolimicus, a la que se le asigna un 
valor relativo de 1. Las barras de error señalan la desviación estándar.  
 

3.4.3.5. Análisis transcripcional de los genes de biosíntesis de tacrolimus en la 

cepa S.tacrolimicus:∆orfD mediante qRT-PCR  

Los análisis de HPLC de los extractos obtenidos a partir de la cepa mutante 

S.tacrolimicus:∆orfD mostraron un aumento significativo de la producción de tacrolimus 

frente a la cepa silvestre, lo que indica que el gen orfD actúa como un regulador negativo de 
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la transcripción. Para validar estos resultados se llevó a cabo un análisis transcripcional 

cuantificando las diferencias de expresión entre la cepa mutante S.tacrolimicus:∆orfD y la cepa 

silvestre. Los resultados de qRT-PCR  mostraron que los niveles de expresión de todos los 

genes estudiados, a excepción de fkbN, eran mayores en el mutante S. tacrolimicus:∆orfD que 

en la cepa parental. 

Las metiltransferasas codificadas por los genes fkbG y orfG se expresaron 4,83 y 9,06 

veces más que en la cepa parental. Los genes orfL, fkbQ y fkbO mostraron un nivel de 

expresión de 1,7, 2,18 y 2,5 veces más que en la cepa silvestre, respectivamente. El caso más 

significativo fue el del gen fkbN, para el que se obtuvo un valor relativo de 0,0017 (Figura 

3.37), lo que equivale a una disminución de la expresión de 574 veces. Por tanto, el gen orfD 

regula positivamente al regulador fkbN y viceversa, aunque se desconoce el sistema por el 

que se ejerce la regulación (ver modelo propuesto en la Discusión).  

De estos resultados también podemos concluir que el gen orfG, que codifica una 

metiltransferasa, forma parte de la agrupación de biosíntesis de tacrolimus en S. tacrolimicus,  

ya que se encuentra directa o indirectamente sometido a la regulación de los reguladores 

fkbN y orfD. Esto corrobora la hipótesis de que orfG suple el papel de la metiltransferasa 

truncada y no funcional codificada por el gen fkbG y que es esencial para la síntesis de la 

unidad extendedora metoximalonil-ACP. 
 

 

 
 

Figura 3.37. Análisis mediante qRT-PCR de la expresión de los genes de la agrupación de tacrolimus en S. 
tacrolimicus: ΔorfD. Representación, a escala logarítmica, de los niveles de expresión relativa en S. 
tacrolimicus:ΔorfD en relación a la de S. tacrolimicus, a la que se le asigna un valor relativo de 1. Las barras de error 
señalan la desviación estándar. 
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Tras la comparación de la producción de tacrolimus entre las cepas mutantes 

S.tacrolimicus:∆fkbN y S.tacrolimicus:∆orfD y la cepa parental y la validación de los resultados 

con los análisis de expresión de los genes de la agrupación génica mediante qRT-PCR, 

podemos afirmar que la biosíntesis de tacrolimus está regulada positivamente por FkbN y 

negativamente por OrfD en S. tacrolimicus.  

En el caso de la agrupación génica de tacrolimus de S. tsukubaensis la regulación es 

ejercida por el regulador positivo FkbN, homólogo de FkbN de la agrupación de S. 

tacrolimicus y  el regulador negativo de la familia LysR denominado FkbR (Goranovic et al., 

2012). Sin embargo, existe una discrepancia en la bibliografía sobre el papel regulador que 

ejerce dicha proteína, ya que el grupo de Goranovic et al. (2012) identifican a FkbR como un 

regulador positivo de la transcripción, mientras que su homólogo Tsc7 (e idéntico en la 

secuencia de aa) actúa como regulador negativo de la transcripción en Streptomyces sp. KCTC 

11604BP (Mo et al., 2012). 
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3.5. Discusión general 

El descubrimiento de tacrolimus por Kino et al. en 1987 a partir de un cultivo de S. 

tsukubaensis supuso un hito en la búsqueda de fármacos inmunosupresores post-trasplante 

ya que, además de mejorar la viabilidad de los órganos trasplantados, permitió realizar 

trasplantes de otros órganos, como el intestino, no trasplantable hasta su aparición. Sin 

embargo, ya desde su aprobación por la FDA en 1994, las industrias farmaceúticas han 

tenido que enfrentarse a un elevado coste de producción debido a la baja productividad de 

las cepas microbianas industriales y al coste añadido que supone la eliminación de 

compuestos análogos como FK520 y FK506D, co-producidos durante el proceso de 

fermentación de las distintas cepas productoras de tacrolimus (Dumont et al., 1992; Goto et 

al., 1984; Hatanaka et al., 1989). Por ello y especialmente desde la liberación de la patente en 

2009, ostentada hasta entonces por Fujisawa Healthcare Co. (posteriormente Astellas 

Pharma),  se han publicado un gran número de trabajos centrados en la optimización del 

título de producción de tacrolimus utilizando diversas estrategias que van desde la 

búsqueda de nuevas cepas productoras, obtención de cepas superproductoras mediante 

mutagénesis al azar con luz UV y nitrosoguanidina, mediante técnicas de ingeniería genética 

(interrupción o sobreexpresión de genes relacionados con la síntesis o regulación de 

tacrolimus) o mediante técnicas de ingeniería metabólica (enriquecimiento del medio de 

cultivo con moléculas precursoras), entre otras. El empleo de una o varias de estas estrategias 

ha permitido incrementar la producción de tacrolimus desde títulos iniciales de menos de 10 

mg/L en cultivos de S. tsukubaensis a títulos finales de 972 mg/L en cultivos de la cepa 

Streptomyces sp. TST10 obtenida mediante adaptación progresiva de la cepa a mayores 

concentraciones de tacrolimus (desde 600 a 1600 mg/L)  en el medio de cultivo (Jung et al., 

2009).  

En nuestro caso, el análisis de la producción de tacrolimus en S. tacrolimicus requirió un 

paso previo de optimización del proceso de producción, ya que la extracción de tacrolimus a 

partir de las fermentaciones sumergidas no permitía detectar halos de inhibición en los 

análisis de bioensayo debido a la baja tasa de producción de tacrolimus por la cepa S. 

tacrolimicus. Por ello procedimos a optimizar la producción  a partir del cultivo en medio 

sólido, lo cual nos permitió obtener una mayor productividad, una mayor concentración del 

producto final y un menor grado de contaminaciones. De este modo obtuvimos halos 

significativos en los bioensayos y conseguimos cuantificar la producción de tacrolimus que 

se estableció en una producción media de 13 ng/mg de peso seco para la cepa silvestre. 
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Una de las herramientas básicas para sobreproducir metabolitos secundarios pasa por el 

conocimiento de la secuencia completa de las agrupaciones génicas de biosíntesis. En el caso 

de tacrolimus los primeros depósitos de secuencia, correspondiente a la región central de la 

agrupación de tacrolimus de las cepas S. tacrolimicus y Streptomyces sp. MA6548, fueron 

realizados por un grupo de investigadores de los laboratorios Merck a finales de los 90 

(Motamedi et al., 1996; 1997; Motamedi y Shafiee, 1998).  En nuestro trabajo se obtuvo la 

secuencia de las regiones flanqueantes de la zona central de la agrupación de tacrolimus de 

S. tacrolimicus y la secuencia completa de la agrupación de S. tsukubaensis NRRL 18488. Tras 

analizar las secuencias de las dos agrupaciones obtenidas y junto con los recientes trabajos 

publicados por los grupos de Goranovic et al. (2010) y  Mo et al. (2010) podemos constatar 

que existen dos tipos de agrupaciones génicas en las distintas cepas. En el primer grupo se 

encuentran las agrupaciones génicas de S. tsukubaensis NRRL 18488 y Streptomyces sp. KCTC 

11604BP, con alta identidad de secuencia y organización de CDSs. Estas dos agrupaciones 

presentan 5 genes adicionales (STSU_3250 a STSU_3270) situados entre las agrupaciones 

génicas de biosíntesis de las unidades extendedoras alilmalonil-CoA y metoximalonil-ACP, 

que no están presentes en las agrupaciones génicas de S. tacrolimicus y S. kanamyceticus KCTC 

9225, que constituyen por tanto el segundo grupo. Posteriores experimentos de deleción en 

marco prueban que estos genes no están implicados en la síntesis de tacrolimus, por lo que 

podemos establecer la agrupación de genes esenciales que deben estar presentes en las 

distintas cepas productoras de tacrolimus (Goranovic et al. 2010; Mo et al. 2010). Todas las 

agrupaciones deben constar de los genes codificantes de las PKS (fkbA, fkbB y fkbC), los genes 

responsables de la síntesis del anillo macrólido (fkbQ, fkbL y fkbP), los genes de biosíntesis de 

las unidades extendedoras metoximalonil-ACP (fkbG, fkbH, fkbI, fkbJ y fkbK) y alilmalonil-

CoA (fkbL, fkbL2, orfM y orfL) denominados posteriormente allA, allK, allR y allD (Goranovic 

et al., 2010) y tcsA, tcsB, tcsC y tcsD (Mo et al., 2011), respectivamente , los genes implicados 

en las modificaciones post-PKS (fkbD y fkbM) y el gen fkbO, codificante de la corismatasa que 

participa en la síntesis de la unidad iniciadora dihidroxixixlohexenilcarbonil-CoA.  

Tras el análisis de la secuencia de la agrupación génica de tacrolimus de S. tacrolimicus y 

su comparación con el resto de las agrupaciones caracterizadas, observamos que el gen fkbG 

está truncado, no siendo la proteína funcional y por tanto no siendo teóricamente posible la 

producción de tacrolimus, ya que los derivados no metilados de tacrolimus en C12 y C15 no 

presentan actividad farmacológica inmunosupresora (Iwasaki et al., 1995). Sin embargo, en 

las inmediaciones de los genes esenciales de la agrupación génica encontramos el gen orfG, 

que codifica una metiltransferasa y que puede reemplazar la función enzimática catalizada 

por la proteína FkbG truncada. Esta hipótesis se ve respaldada por la detección de tacrolimus 
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en las fermentaciones y por los resultados de qRT-PCR, donde se observa que la expresión 

del gen orfG está modulada por los reguladores de ruta FkbN y OrfD. Por otro lado, los 

experimentos de expresión heteróloga del gen fkbG de S. tsukubaensis NRRL 18488  en S. 

tacrolimicus mostraron un aumento de la producción de un 28% frente a la cepa silvestre.  

La biosíntesis de moléculas complejas policétidas como es el inmunosupresor tacrolimus 

debe estar fuertemente regulada por el alto coste energético que supone la síntesis de la 

maquinaria multienzimática requerida para su síntesis. Por ello procedimos al estudio de los 

posibles genes reguladores de ruta de la agrupación de S. tacrolimicus. Si comparamos las 

agrupaciones de las distintas cepas productoras aparece el gen fkbN como único gen 

regulador común. Dicho gen es esencial para la síntesis de tacrolimus en S. tsukubaensis 

NRRL 18488 y Streptomyces sp. KCTC 11604BP, ya que su inactivación inhibe la producción 

de tacrolimus. Sin embargo, dichas cepas, a pesar de presentar una identidad de secuencia 

del 100 % para los genes de la agrupación de tacrolimus, muestran perfiles transcripcionales 

distintos.  En la cepa S. tsukubaensis NRRL 18488, la transcripción de los genes estructurales 

estudiados no se ve completamente reprimida en el mutante S. tsukubaensis:∆fkbN (Goranovic 

et al., 2012). Este fenómeno se observa también en la agrupación génica de rapamicina de S. 

hygroscopicus (Kuscer et al., 2007) y en la agrupación de picromicina de S. venezuelae (Wilson 

et al., 2001). 

 En el caso de la agrupación génica de S. tacrolimicus, la inactivación del gen fkbN, 

aunque produjo una disminución drástica de la producción de tacrolimus (74 %), no llegó a 

inhibirla completamente. Esta disminución fue comprobada con los resultados de los análisis 

transcripcionales del mutante S. tacrolimicus:∆fkbN frente a la cepa parental mediante qRT-

PCR, donde los niveles de expresión de todos los genes estudiados fueron de 2 a 7 veces 

menores en la cepa  mutante S. tacrolimicus:∆fkbN que en la parental, actuando el gen fkbN  

como regulador positivo. 

Aunque relativamente pocos reguladores de rutas biosintéticas de policétidos tipo LAL 

han sido identificados y analizados en detalle, aquellos caracterizados presentan diferentes 

mecanismos de regulación, ejerciendo en la mayoría de los casos papeles claves en la 

producción de metabolitos secundarios. Ejemplo de ello son los reguladores TcmN de la 

agrupación génica de biosíntesis de tautomicetina de Streptomyces sp. CK4412 y PikD de la 

agrupación de picromicina de S. venezuelae, únicos activadores específicos de ruta de sus 

respectivos agrupaciones (Hur et al., 2008; Wilson et al., 2001). 

El resto de los genes reguladores encontrados en la agrupación génica de tacrolimus de 

S. tacrolimicus no están presentes en las agrupaciones del resto de cepas productoras 

caracterizadas. En la agrupación de tacrolimus de S. tsukubaensis NRRL 18488, aparecen dos 
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genes reguladores adicionales a fkbN, denominados allN y fkbR. FkbR pertenece a la familia 

de reguladores LysR y ha sido descrito como un elemento regulador positivo, no ejerciendo 

un efecto tan pronunciado en la producción de tacrolimus como el gen fkbN, ya que la 

inactivación del gen fkbR produce una disminución de la producción de tacrolimus del 80% 

en comparación con la cepa parental. Por el contrario AllN no ejerce efecto regulador en la 

producción de tacrolimus  (Goranovic et al., 2012). Por otro lado, la agrupación génica de 

Streptomyces sp. KCTC 11604BP, presenta también dos genes reguladores (además de fkbN) 

tcs2 y tcs7, ortólogos a allN y fkbR, respectivamente. Al igual que AllN, Tcs2 no tiene efecto 

regulador en la síntesis de tacrolimus. Sin embargo, Tcs7 actúa como regulador negativo, 

efecto contrario a FkbR de S. tsukubaensis NRRL 18488 (Mo et al., 2012). Como explicación a 

esa diferencia funcional de los dos genes ortólogos se plantea la posibilidad de que las dos 

cepas presentes diferente regulación pleiotrópica (Goranovic et al., 2012). La baja producción 

de tacrolimus por S. tacrolimicus podría ser debida a la ausencia del gen regulador fkbR. Los 

resultados de los experimentos de expresión heteróloga del gen fkbR1, homólogo del gen 

regulador fkbR para la síntesis de FK520 en S. hygroscopicus var. ascomyceticus, en S. 

tacrolimicus avalan esta hipótesis ya que demuestran que la introducción del regulador 

FkbR1 aumenta significativamente la producción de tacrolimus en S. tacrolimicus llegando a 

tripicarla (Won et al., 2008).   

En el caso de la agrupación génica de tacrolimus de S. tacrolimicus fueron análizados 3 

posibles genes reguladores de ruta, además de fkbN, denominados: orfD, orfX y orfW. 

Aunque los genes reguladores orfX y orfW no pudieron ser caracterizados funcionalmente 

por la imposibilidad de obtener dobles recombinantes mediante la tecnología REDIRECT©, 

los experimentos de sobreexpresión indicaron que dichos genes no tienen efecto regulador 

en la producción de tacrolimus. Por otro lado el gen orfD, miembro la familia de reguladores 

TetR, ejerce un claro efecto en la síntesis de tacrolimus. Tras la inactivación del gen orfD, se 

observó un aumento de la producción de tacrolimus del 89 % de la cepa mutante S. 

tacrolimicus:∆orfD frente a la cepa parental. Este dato fue verificado mediante análisis 

transcripcionales del mutante S. tacrolimicus:∆orfD por qRT-PCR. Con todo ello OrfD fue 

caracterizado como un regulador negativo de la transcripción. Si bien aunque para todos los 

genes estudiados los niveles de expresión son de 2 a 9 veces mayores en la cepa S. 

tacrolimicus:∆orfD que en la parental (regulador negativo), en el caso del gen fkbN los niveles 

de expresión fueron 500 veces menores en la cepa mutante, convirtiendo al gen orfD en un 

fuerte activador de la transcripción del otro regulador de ruta de la agrupación, fkbN. FkbN a 

su vez  actúa como regulador positivo del gen regulador orfD, presentando éste un  nivel de 

expresión 5 veces menor en la cepa S. tacrolimicus:∆fkbN que en la parental.  
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El número de reguladores de la familia TetR (a la que pertenece OrfD) disponibles en las 

bases de datos ha aumentado exponencialmente gracias a los avances en las técnicas de 

secuenciación existiendo en 2010 más de 20.000 miembros (Ahn et al., 2012; Sahota y Stormo., 

2010).  Sin embargo, solo una pequeña cantidad han sido caracterizados, actuando en la 

mayoría de los casos como reguladores negativos de la transcripción. La deleción del gen 

SAV151 de S. avermitilis produce un incremento de la producción de avermectina cercano al 

100 %, disminuyendo un 70 % la producción tras su sobreexpresión (He et al., 2014). Del 

mismo modo SAV7473 ha sido caracterizado como un regulador negativo de la transcripción 

afectando a la producción de avermectina de manera indirecta (Liu et al., 2013). SAV576 

también afecta a la producción de avermectina de manera negativa e indirecta mediante la 

represión directa de los genes SAV575 y  SAV574, codificantes de una citocromo P450 

reductasa y una deshidrogenasa, respectivamente (Gou et al., 2013). Otro regulador de la 

familila TetR, GouR, localizado en la agrupación génica del antibiótico gougerotina de S. 

graminearus, juega un papel esencial en la biosíntesis del antibiótico reprimiendo la 

transcripción del operón gouL-gouB (formado por 11 genes estructurales) y activando la 

transcripción del gen transportador gouM, coordinando de este modo la biosíntesis y la 

exportación de gougerotina (Wei et al., 2014).     

Con los resultados obtenidos en este trabajo proponemos un modelo complejo de 

regulación para la activación y funcionalización de tacrolimus en S. tacrolimicus (Figura 3.38). 

Dicho modelo está basado en dos reguladores específicos de ruta: un regulador positivo de la 

familia LAL codificado por el gen fkbN y un regulador negativo de la familia TetR codificado 

por el gen orfD que activa fuertemente la transcripción de fkbN según los resultados de qRT-

PCR. Para la activación completa de la síntesis de tacrolimus hipotetizamos con la existencia 

de otros reguladores positivos no caracterizado en este trabajo, ya que la producción de 

tacrolimus no se ve completamente inhibida tras la inactivación del gen fkbN (ver más abajo 

sobre el papel de este hipotético gen). 

La regulación mediada de forma conjunta por reguladores de la familia LAL y TetR ha 

sido descrita en varios estreptomicetos. En la biosíntesis de avermectina en S. avermitilis, 

AveI (regulador de la familia TetR) actúa como regulador negativo de la producción de 

avermectina y AveR (regulador de la familia LAL) actúa como regulador positivo de la 

producción de avermectina y negativo de la producción de oligomicina (Chen et al., 2008; 

Guo et al., 2010). En la agrupación de biosíntesis de geldanamicina de S. hygroscopicus se 

encuentran tres reguladores positivos, denominados Gel14, Gel17 y Gel19,  que controlan la 

síntesis del compuesto anticancerígeno. Gel14 y Gel17 pertenecen a la familia de LAL y 

Gel19 a la familia TetR, actuando en cascada (Kim et al., 2010). Otros ejemplos son la 
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agrupación génica de colismicina A de Streptomyces sp. CS40 regulada por el regulador 

positivo de la familia LAL ClmR2 y el regulador negativo de la familia TetR ClmR1 (Vior et 

al., 2014), o la agrupación de biosíntesis de la tirandamicina en Streptomyces sp. SCSIO1666, 

cuya producción está controlada por el regulador positivo de la familia LAL TrdH y el 

regulador negativo TrdK de la familia TetR (Mo et al., 2011). Un último ejemplo lo 

encontramos en la agrupación de estreptolidigina de S. lydicus, compuesto regulado de 

manera jerárquica mediante tres reguladores positivos específicos de ruta: SlgR1 regulador 

de familia TetR y SlgR2 y SlgY reguladores de la familia LAL (Gómez et al., 2012).  

Como se ha dicho anteriormente, en la regulación sobre la producción de tacrolimus en 

S. tacrolimicus estaría implicado un posible regulador adicional “X” (Figura 3.38), que hasta el 

momento se desconoce, y cuya presencia se deduce de los resultados de qRT-PCR. En 

condiciones normales, el papel de este gen apenas tendría importancia al estar fuertemente 

reprimido por OrfD (ver más adelante). En el caso del mutante S. tacrolimicus: ∆fkbN, la 

eliminación de fkbN conlleva una disminución en la expresión de orfD (como se observa por 

qRT-PCR), lo que implicaría un aumento en la expresión del regulador “X”, que sería el 

responsable en última instancia de la producción de tacrolimus detectada en el mutante (un 

26 % respecto a la cepa parental). En el mutante S. tacrolimicus:∆orfD apenas se detecta la 

expresión del principal regulador fkbN (574 veces menos), y aún así aumenta un 89 % la 

producción de tacrolimus. Este hecho sería explicable de nuevo por la presencia del 

regulador “X”, cuya expresión aumentaría al no estar presente OrfD, siendo el responsable  
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del aumento de la producción de tacrolimus. La hipotética fuerte represión de OrfD sobre el 

gen “X” se deduce por la diferencia de expresión entre los mutantes S. tacrolimicus:∆fkbN y S. 

tacrolimicus: ∆orfD. En ambos casos la expresión de fkbN sería muy baja, ya que en uno de los 

mutantes (∆fkbN) el gen ha sido totalmente eliminado (y no habría expresión) y en el otro 

(∆orfD) la expresión disminuye cerca 574 veces. Sin embargo, en el mutante S. 

tacrolimicus:∆orfD la producción de tacrolimus es más de 7 veces mayor que en S. 

tacrolimicus:∆fkbN, lo que se explica porque en el primero el efecto represor de OrfD 

desaparece totalmente al no estar presente el gen orfD, mientras que en el segundo, aunque 

la expresión de dicho gen disminuye unas 5 veces, sigue habiendo expresión del mismo. 

Además de los reguladores específicos de ruta, no se puede descartar una regulación 

pleiotrópica mediada por un gen tipo bldA codificante del  ARNt de leucina. Prueba de ello 

es la existencia en la agrupación de tacrolimus de S. tacrolimicus de 7 codones TTA: 1 en el 

gen regulador orfD, 2 en el gen codificante de la policétido sintasa fkbC, 1 en el gen 

codificante de la PKS fkbB,  1 en el gen codificante de la PKS  fkbA, 1 en el codificante NRPS 

fkbP y 1 en el gen regulador  fkbN. La existencia de puntos de regulación adicionales en los 

genes codificantes de las PKS y NRPS es habitual, puesto que son genes de gran tamaño 

(entre 11 y 22 kb las PKS y 4,5 kb fkbP) y su síntesis supone un elevado coste energético. Por 

otro lado, la existencia de codones TTA en los genes reguladores ha sido descrita 

previamente en otros reguladores específicos de ruta, donde ejercen un papel regulatorio 

esencial sobre la producción de los metabolitos que controlan. Ejemplo de ello es el gen 

regulador actII-ORF4, que presenta un codón TTA esencial para la síntesis de actinorrodina. 

El mutante bldA de S. coelicolor es defectivo en la producción de actinorrodina, aunque, la 

falta de producción se ve revertida cuando el codón TTA es sustituido por otro codón de 

leucina (Fernández-Moreno et al., 1991). Del mismo modo los reguladores LndI de S. 

globisporus  y AveR de S. avermitilis presentan un codón TTA en sus transcritos que resulta 

esencial para la síntesis de landomicina y avermectina, respectivamente (Rebets et al., 2006; 

Tao et al., 2007). 

Este trabajo  muestra un estudio detallado de las agrupaciones génicas de tacrolimus de 

S. tsukubaensis NRRL 18488 y S. tacrolimicus, así como proporciona valiosa información sobre 

el mecanismo regulador ejercido por FkbN y OrfD sobre la agrupación de tacrolimus en S. 

tacrolimicus. Finalmente, demuestra el potencial de manipular genes reguladores para 

incrementar el título de producción de tacrolimus, ya que tanto la sobreexpresión del gen 

fkbN como la deleción de orfD conducen a un incremento de la producción del 

inmunosupresor tacrolimus 
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1. La secuenciación y comparación de las agrupaciones génicas de biosíntesis de tacrolimus 

de las distintas especies estudiadas ha permitido determinar que los genes esenciales 

para la síntesis de tacrolimus son los genes codificantes de las PKS (fkbA, fkbB y fkbC), los 

genes para la formación del anillo macrólido (fkbQ, fkbL y fkbP), los genes de biosíntesis 

de las unidades extendedoras metoximalonil-CoA (fkbG, fkbH, fkbI, fkbJ y fkbK) y 

alilmalonil-CoA (fkbL, fkbL2, orfM y orfL), y los genes fkbD, fkbM y fkbO.  
 

2. Desde el punto de vista evolutivo existen dos tipos de agrupaciones génicas de 

biosíntesis de tacrolimus representadas por un lado por S. tacrolimicus y S. kanamyceticus 

KCTC 9225 y por otro por  S. tsukubaensis NRRL 18488 y Streptomyces sp. KCTC 11604BP, 

que poseen 5 genes adicionales dentro de la agrupación, aunque sin estar implicados en 

la biosíntesis. 
 

3. Los cultivos en medio sólido permiten detectar la baja producción de tacrolimus por la 

cepa S. tacrolimicus, cuya producción media se estima en 13 ng/mg de peso seco para la 

cepa silvestre.  
 

4. El producto del gen orfG, situado en las inmediaciones de los genes esenciales de la 

agrupación de tacrolimus de S. tacrolimicus, remplaza la función enzimática catalizada 

por la proteína FkbG, cuyo gen está truncado en el genoma.   

5. La expresión heteróloga del gen fkbG de S. tsukubaensis en S. tacrolimicus conduce a un 

aumento significativo del 28 % en la producción de tacrolimus.  

6. El regulador de la familia LAL FkbN controla positivamente la biosíntesis de tacrolimus 

en S. tacrolimicus ya que su inactivación provoca una disminución drástica de la 

producción. 

7. La interrupción del gen fkbN en S. tacrolimicus da lugar a un descenso en la expresión de 

los genes de la agrupación de tacrolimus estudiados (orfG, orfD, fkbG, fkbQ, orfL, fkbO), lo 

que sugiere que la proteína FkbN actúa como regulador positivo de la transcripción de 

estos marcos de lectura. 
 

8. El regulador de la familia TetR OrfD controla negativamente la biosíntesis de tacrolimus 

en S. tacrolimicus, ya que su inactivación provoca un incremento de la producción. 
 

9. La interrupción del gen orfD en S. tacrolimicus afecta significativamente la expresión de 

los genes de la agrupación de tacrolimus estudiados (orfG, fkbG, fkbQ, orfL, fkbO), cuya 

transcripción se ve aumentada. 
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10. La expresión del gen regulador fkbN disminuye drásticamente en el mutante S. 

tacrolimicus:∆orfD, por lo que la presencia de la proteína OrfD tiene un efecto activador 

sobre la transcripción de fkbN. 

11. Los genes reguladores orfX y orfW no tienen ningún efecto sobre la producción de 

tacrolimus, a pesar de encontrarse en las inmediaciones de la agrupación génica. 
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6.1. Oligonucleótidos  
 

I. Cebadores empleados en la secuenciación de la agrupación génica de tacrolimus en S. 
tacrolimicus. 
 

Nombre Secuencia 5´3´ Nombre Secuencia 5´3´ 
fkb1101 AACCTTCCTGGTCCCGTTCC fkb1407 ACATGGTGACCACCGTCCTC 
fkb1102 CCCGCCGACGACCTCATCTC fkb1408 TACGTGACGGCGCAGAACGA 
fkb1103 TGGCGTATCTCGGTCGACAC fkb1421 TTGCGTCTGTCCTCGAACCC 

fkb1104 AGCCTCCTTTGACGGCGTTG fkb2101 GTCCACGGCGACCAGGGTGG 
fkb1105 TCGATGATCCGGACCGCAGA fkb2102 TGCAGGGTGTCCACCGCGTG 
fkb1106 GACTACTACTCCTCCACCGC fkb2103 CAGTGAGGTGGTGTCGCCCA 
fkb1107 AACCCTTCGATGTCTCCCGC fkb2104 TTGATCACCCGGGACACCGT 
fkb1108 GGTATTCCTCCTGTGGGCTT fkb2105 TGCTGTCTGCGCCAGTGTGA 
fkb1109 GTCGTCGGCGTGGACATCAG fkb2106 TCGGTGCTGTGCGGTGTGGC 
fkb1110 GAACTGGCCTCGCAAATGGG fkb2107 ACTCTCGCTCTTCGGCAGTC 
fkb1111 TCATCGCCACACCGGAGATC fkb2108 TCGGCACCTTCTTCTACACC 
fkb1112B CGGAGCGCAGCGCGGGCAGC fkb2120 CAACGTATTCCGCAAACTGG 

fkb1112G AAACCCTCAACACCATCCCC fkb2200 AGCCACCGGCACAGGTATCC 
fkb1112 ACTCCTCCTCGTTCTGCACG fkb2201 CCGTCGTCGGGATGGCGTGC 
fkb1113 TCTCGATGTGGCCATCCTGG fkb2202 CTGCCCGGCGGCATCACGTC 

fkb1201 GCATCGCGGTAATCACTGCC fkb2203 CAAGGCGTTCGCCGACTCGG 
fkb1202 AGACGGGTCCCGATCGAGTC fkb2204 TCGTTGAGTTCTCCCGGCAG 
fkb1203 CCTGCGTACGGCGGTGTTCC fkb2205 GGCGGACGGCATCGGGCTCG 
fkb1204 TAGAGGACGAATGCGGCGAG fkb2206 AGTGCTCGCTCGCACTGGTC 

fkb1205 GTGGTGCAGGGCGGTGGTGA fkb2301 CGTCGCTGGCGAGCCTGTGC 
fkb1206 GTCAGCTCGCCGGTCAGACC fkb2302 GAGCTGCTCGCGGTACTCGG 
fkb1221 GAGAAGTATCCGCTGTTGCG fkb2303 TGACCGTGAGACGCTGCTGA 

fkb1301 TTCACCGTCGTCGCCGAGCA fkb2304 GGGGCTGCGTCGGGATTCTG 
fkb1302 AGGCGCCGCCGATGTCCGAG fkb2305 AAGAACGACCACGACCTGGC 
fkb1303 TCGACGGCCGAGGTCAGATC fkb2306 TGTGGCACCTGAAGCTGCTC 
fkb1304 TGGGCGAGTTCCAGGTATCC fkb2307 GTCGATCAGCCCGGCGAGCA 
fkb1305 AGCAGTTCCGCCTGGAAACG fkb2308 AACACCGCGTCCTTCACGAG 
fkb1306 CTCTTGGCATGTACGGCTAT fkb2309 ACTGTCTTCGAGACCGAGCC 
fkb1307 CTTCAGCACGTCGGCCACGC fkb2310 AAGGTGAAGTTCTCGGCCGC 
fkb1308  TCACTTGACAGCGATCACCC fkb2311 TGGGCACGGGCTCGAACAGC 
fkb1308 b GTAGAAACTGGCGAGCCAGC fkb2312 CGGGGTCGACGCCCATGAAG 
fkb1309 TTGAGGGCGGGCAGCACGAC fkb2313B TCACACCCGAACTGCTGCAC 

fkb1401 ACACCCTGCACGTCGAACTG fkb2313G CGTGACGGATCGCCACCTGC 
fkb1402 TTTCATACCGTGCGTGCTCC fkb2313 GTCGGTGGATCGCACGGTGG 
fkb1403 TGTGGTCCTGCTACGACTCG fkb2314 TCGGATTGGGGGCGTAGATC 

fkb1404 GTACGCGGGGACCTCAAGCT fkb2401 CGCGTGATCGTACTCAGTGG 
fkb1405 AACTCCGCCACGCTGATGGA fkb2402 TCCACGACGACCAGGATGTC 
fkb1406 GTCAGCCGCCACGAGGCCTG fkb2403 AGGTCGGCTGAGGCGATGTC 
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II. Cebadores empleados en la secuenciación de la agrupación génica de tacrolimus en S. 
tsukubaensis. 
 

Nombre Secuencia 5´3´ Nombre Secuencia 5´3´ 
fkbA-L42 CCATGCCTTCTTCGTCCGAG fkbB-L51 ATGGTGATGGCGATGCGGCA 
fkbA-U42 ACCGTGCTGCGTGCCCGTCT fkbB-L61 GTCCCGTCGTCACCGTAGAC 
fkbA-L61 CACGATGTCCTGCATCACGC fkbB-L62 ACCACGCCATCCTCATCACC 
fkbA-U71 AAGATGGTGCAGGCGATCGG fkbB-L71 ACGGTGCTTGCGGTGATTCG 
fkbA-U72 CCCGCCGTCGACTGGACCAC fkbB-L81 TCGAACGCCGAACACTGTGC 

fkbA-L71 TACGGAACCCGTCGGTGTCG fkbC-L11 GAAGCTGGTGCTCACGGTGC 
fkbA-L72 TCGAAGAGGAAGGCGATGCG fkbC-U11 TCGTGGTGGTGTTCTTCGCC 

fkbB-L11 GGGAAGCCCTCGCCGAACTG fkbC-L41 AGCTGTCGCAGACCACGCAT 

fkbB-L31 TCGGTCTTCGCCCTCCAAGT fkbP-L CCCACCACCACGTCCAGCGT 
fkbB-U31 AATGGAAGGCGTGGCTGGTC fkbP-U AGGAACTGGATCCGGACAGC 

fkbB-L41 GACGTATCACGCCGATGTCC 2023-L TATGGGTGCCGCCGTTGATG 
fkbB-U41 AGTCGAAGCCCACGTCTTTG 2023-U ACGAAAGGGCAGGGACGACT 

 
 
III. Cebadores empleados en el rastreo de la genoteca de S.tacrolimicus y S.tsukubaensis.  

 

Nombre Secuencia 5´3´ Nombre Secuencia 5´3´ 
fkb1 GGCATCAAGCACTGGCTGG orfB1 ATGACGACCTCACCTCCGGA 
fkb2 GCCTCGAGTACCGCTCCC orfB2 ACACGGATTCGTCACGGTTG 
fkb3 CGGCTCGTTCGACCTGTTC fkbO1 CACCGTACTGCCGCTTCGAGAA 
fkb4 CCGACGTCGAACACCACG fkbO2 ATCGACGTCGGTGAGGGCGTAA 
fkb5 GCCAACGTGACATCAAGC fkbO2-St ATGTTGTCCAGGGCGACCTC 
fkb6 TTGCTGGTACTCGCCCTC fkbL1 GCAGTACGTCGAACGCGATG 
fkb7 TTCCGGCTGCCSACSATC fkbL2 CAACTATCAGCGATTCCGGC 
fkb8 AGCACGTCGAASGCGATGTG fkbM1 GAGACACTGCGACTGCCGAA 
fkb9 GGCAGTGATTACCGCGATGC fkbM2 ACGAACAGCGGTTCCTGCTC 

fkb10 ACGCTCAGGCTGTCGATGTG 
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IV. Cebadores empleados en la interrupción de los genes reguladores mediante tecnología 
REDIRECT®, cebadores de comprobación (PCR y Southern) y cebadores empleados en la 
sobreexpresión de los genes reguladores de S. tacrolimicus y del gen fkbG de S. 
tsukubaensis. 
 

Nombre Secuencia 5´3´ 
fkbN-Up ACCGATTTCGACTACGGCCGCGAGGTGGTTCCGGAAGTGATTCCGGGGATCCGTCGACC 
fkbN-Down ACGGCCGGCTGAGCGGCTCCGGCAGCAGGGGCGCGGCTATGTAGGCTGGAGCTGCTTC 
orfD-Up CCACCTCCCTGAATCCAGACGGGCTGAGCACCGGACATGATTCCGGGGATCCGTCGACC 
orfD-Down ACCAGTCGCGCAGGGTGTGGAGGAAGTCGGGCATCGTCATGTAGGCTGGAGCTGCTTC 
orfW-Up ACTATGTCCACTATCTCTCATCTCTAGGATGGAGACATGATTCCGGGGATCCGTCGACC 
orfW-Down GGCGGCCCGGCGGGCTCCGTGACGGCGCCCGCGTCGCTATGTAGGCTGGAGCTGCTTC 
orfX-Up GCTCTGAGGCGGGTGGGTAGGCGTCCTGGCGGTCGGGTGATTCCGGGGATCCGTCGACC 
orfX-Down AAAGCCGAGCGTGCGACCGGTCGGCCGTCCGTTACGTCATGTAGGCTGGAGCTGCTTC 
 

 
 

Nombre Secuencia 5´3´ 

fkbN RD1 TCGACGTGGAGAAGAGCGAA 
fkbN RD2 ACCTCGTCGATCACCTGGAC 
orfD RD1 TCCTGACCACTTCCAGCTGG 
orfD RD2 CACTGCTGCGGGAATAGTGC 
fkbN-SE1 *CCACTAGTTGAGCGGCTCCGGCAGCAGG 
fkbN-SE2 *CCACTAGTACCACCGCGCCGACGACCGT 
orfD-SE1 *CCACTAGTCCGTGCACGACGGCACCGGA 
orfD-SE2 *CCACTAGTGTGTGGAGGAAGTCGGGC 
orfW-SE1 *CCACTAGTGCGCCCTGTCCTCGGGGG 
orfW-SE2 *CCACTAGTCTCCGTGACGGCGCCCGC 
orfX-SE1 *CCACTAGTCCTGGCGCTCCTCACTCC 
orfX-SE2 *CCACTAGTGAAAGCCGACCGTGCGAC 
fkbG-SE1 *CCACTAGTGGTGGGCCGGATGGGGAGG 
fkbG-SE2 *CCACTAGTGAGCCCTCGCCGCGACCC 
SouthernD1 ACACGGATTCGTCACGGT 
SouthernD2 AAGAAGGTCCTGGCCGAC 

*En negrita se indica la secuncia de corte de SpeI 

 

V. Cebadores universales utilizados en este trabajo. 
 

Nombre Secuencia 5´3´ 
T3-cos GCCGCAATTAACCCTCACTAAAG 

T7-cos CATAATACGACTCACTATAGGGA 
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VI. Cebadores utilizados en los experimenros de qRT-PCR. 
 

Nombre Secuencia 5´3´ Nombre Secuencia 5´3´ 
orfD QRT U1 CTCAACAGAAAGCGGACA fkbN QRT U1 CGAGCAGCCCCCGATGAACT 
orfD QRT D1 CGAAATAGCGGAAGAAGGT fkbN QRT D1 ACCAGGCCCCGTCCACTCC 
orfL QRT U1 ACGGAAGCGGATCTGGTGGAG fkbQ QRT U2 CTCACCGACACCGTCCA 
orfL QRTD1 CAGGCCGTGGGAGTAGAAGAAAC fkbQ QRT D2 TTCGTCATCCGCCAGCA 
orfG QRT U1 CGGGGCAACGGGTCCTG fkbO QRT U2 TGCGTCGTCTCGTGTCC 
orfG QRT D1 CGCGGGCTGATGTCCAC fkbO QRT D2 GAACCCCGCCGTCCTCAC 
fkbG QRT U1 ACACCGCCACCCGGCAG hrdB U CGCGGCATGCTCTTCCT 
fkbG QRT D1 CCGACGCACTCCTCGCTTAC hrdB D AGGTGGCGTACGTGGAGAAC 
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