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Resumen

2. Resumen

Streptomyces es un género bacteriano caracterizado por poseer un complejo
ciclo de vida que involucra varios pasos de diferenciacidn fisiolégica y morfoldgica.
Durante su desarrollo, las bacterias de este género suelen producir una amplia gama
de metabolitos con actividad biolégica, que han sido tradicionalmente utilizados como
antibioticos, antiparasitarios, antifingicos, anticancerigenos, entre otros. Sin embargo,
los Streptomyces son capaces también de sintetizar y acumular triglicéridos (TAG)
como reserva de energia y carbono. Esta caracteristica, si bien es inusual en bacterias,
es compartida con otros géneros del orden de los Actinomicetales como Rhodoccocus,
Nocardia y Mycobacterium.

A pesar de su diversificado metabolismo lipidico, los estudios en el género
Streptomyces se han concentrado generalmente en el area de la produccién de
metabolitos secundarios, y muy poco se conoce acerca de cdmo este organismo
sintetiza sus dacidos grasos y regula su flujo hacia fosfolipidos o TAG. Ademas, en S.
coelicolor la sintesis de acidos grasos y del metabolito secundario actinorrodina
comparten un precursor clave, el malonil-CoA, lo que plantea un complejo escenario
regulatorio para la sintesis de estos compuestos carbonados en este microorganismo.

Asi, como objetivo general de este trabajo de tesis nos propusimos identificar y
caracterizar los mecanismos genéticos y bioquimicos que regulan la sintesis de acidos
grasos y lipidos de reserva en Streptomyces coelicolor. Para ello, en una primera etapa
nos centramos en la caracterizacion de un regulador transcripcional de la sintesis de
acidos grasos en esta bacteria, FasR, con el fin de develar su rol fisiolégico y entender
de qué manera lleva a cabo su funcidon regulatoria. Demostramos, mediante
experimentos genéticos y bioquimicos, que FasR es un activador transcripcional del
operdn fab (fabD-fabH-acpP-fabF), el cual codifica para las proteinas esenciales del
sistema de sintasa de acidos grasos de tipo Il de este organismo. FasR lleva a cabo su
funcién uniéndose directamente a la regidn corriente arriba del operdn fab, y su
actividad estaria modulada por algun metabolito relacionado con el metabolismo de

lipidos.
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A continuacién nos planteamos identificar el paso enzimatico que genera el
diacilglicerol (DAG), un sustrato clave para la sintesis de TAG. A pesar del rol que
juegan estas moléculas en las diferentes especies como reserva de energia y carbono,
la ruta de abastecimiento de DAG para su sintesis es completamente desconocida en
bacterias. En este apartado trabajamos bajo la hipétesis de que enzimas fosfatidato
fosfatasas de tipo 2 (PAP2) serian las responsables de defosforilar al intermediario
acido fosfatidico y generar asi el DAG necesario para la sintesis de TAG. A través de
anadlisis informdticos fuimos capaces de identificar tres probables proteinas con
actividad PAP. El posterior estudio de las mismas reveld que sélo dos de ellas, Lppa y
LppB, eran capaces de defosforilar fosfatidato in vitro y tenian ademds un rol en el
metabolismo lipidico de S. coelicolor. Una cepa mutante en ambos genes presenté
niveles reducidos de TAG a tiempos cortos de crecimiento, equiparandose con los
niveles de la cepa salvaje a tiempos mayores. Estas evidencias indican que si bien tanto
Lppa como LppP estarian proveyendo DAG para la sintesis de TAG en S. coelicolor,
existen en este organismo rutas alternativas de generaciéon de DAG que prevalecen a
tiempos largos de cultivo.

Por ultimo, con la informacién obtenida a partir de estos estudios basicos se
reconstituyd la via de sintesis de TAG en la bacteria no oleaginosa E. coli como prueba
de concepto acerca de la funcionalidad de los genes caracterizados en la via de sintesis
de TAG en S. coelicolor. Para ello se utilizé como hospedador una cepa de E. coli
AdgkA, que posee una delecion en el gen que codifica para una DAG quinasa capaz de
reciclar el DAG hacia la sintesis de fosfolipidos. En este contexto se expresaron en
forma heterdloga las enzimas fosfatidato fosfatasa LppB y DAG aciltransferasa
Sco0958, que catalizan los dos ultimos pasos de la sintesis de TAG. Si bien la sola
expresion de Sco0958 demostrd ser suficiente para la sintesis de TAG en este contexto
genético, la expresién adicional de la fosfatasa LppB tuvo un efecto positivo en el
contenido de TAG, confirmando su capacidad de generar el sustrato DAG limitante
para la sintesis de TAG. Luego de una optimizacion de la cepa de E. coli productora de
TAG, y de su cultivo en sistemas de alta densidad, fuimos capaces de obtener una
produccién de 722,1 mg TAG/L, lo que constituye el mayor titulo de TAG reportado

para E. coli recombinantes en la literatura. En conjunto, estos resultados muestran
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como las evidencias que surgen a partir de estudios basicos pueden volcarse en el
campo aplicado para resolver una necesidad particular. Sin embargo, a pesar de lograr
el mayor titulo de TAG reportado hasta el momento para E. coli, es necesario aln
incrementar la productividad volumétrica de TAG en este sistema para lograr el
establecimiento de este huésped heterdlogo como futura plataforma de biosintesis de

lipidos neutros aptos para la produccion de, por ejemplo, biocombustibles.
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3. Introduccion

3.1. El género Streptomyces

Las bacterias del género Streptomyces pertenecen al orden de los
Actinomicetales, bacterias Gram positivas de alto contenido de G+C en su genoma
(frecuentemente superior al 70%), y que comprende a otros géneros como
Micrococcus, Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia y Rhodococcus [1, 2].

Los Streptomyces son bacterias de morfologia filamentosa y crecimiento aerobio
estricto que habitan gran parte del suelo terrestre y sedimentos marinos como
saprofitos de vida libre. Streptomyces secreta al medio una gran variedad de proteinas
extracelulares como quitinasas, lipasas, amilasas, proteasas y celulasas que le permiten
degradar la diversidad de restos organicos que se encuentran en sus nichos ecoldgicos,
cumpliendo asi un rol central en el ciclo del carbono [3, 4]. Adema3s, al existir en estos
ambientes una alta competencia por nutrientes con otros organismos como hongos,
nemadatodos, insectos y otras bacterias, los Streptomyces han desarrollado la capacidad
de producir metabolitos secundarios con actividad bioldgica. Estas moléculas son en su
mayoria antibidticos, aunque también se han caracterizado compuestos con actividad
antifungica, antiparasitaria, anticancerigena, e incluso moléculas involucradas en
funciones de senalizacidn y comunicacidn celular [5].

El desarrollo de Streptomyces se produce en forma de células tubulares
interconectadas y multigendmicas, denominadas micelio [6, 7]. En medio de cultivo
sélido, se suceden complejos procesos de diferenciacion celular que dan lugar,
primero, a un “micelio sustrato” resultado del crecimiento radial y ramificacién de las
hifas inmersas en el medio de cultivo. Esta forma de crecimiento ayuda a la adhesion y
penetracién de los restos organicos insolubles presentes en el ambiente [4]. A
continuacion, probablemente ante la falta de nutrientes, las hifas son capaces de
crecer hacia la superficie, formando un “micelio aéreo”. Parte del micelio sustrato se
sacrifica mediante un proceso de muerte celular programada para liberar nutrientes
gue van a ser utilizados luego por las células sobrevivientes [8]. La produccién de
metabolitos especializados generalmente coincide con estos pasos de diferenciacién

morfoldgica. El micelio aéreo luego septa y se diferencia en exoesporas unigenémicas.
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Las mismas son células metabodlicamente quiescentes capaces de sobrevivir en
condiciones de escasez de nutrientes y agua por largos periodos [7]. De esta forma las
exoesporas le permiten a Streptomyces persistir, dispersarse y colonizar nuevo nichos
ecolégicos. En condiciones ambientales favorables, las esporas son capaces de
germinar y dar lugar a un tubo germinal, que se elongard para formar una hifa y
reiniciar el ciclo de vida (Figura 1) [6, 7, 9].

Este grupo bacteriano ha despertado gran interés industrial y académico debido
a la gran diversidad de metabolitos secundarios que produce y el complejo ciclo de
vida por el que atraviesa. Alrededor de dos tercios de los antibidticos utilizados en
medicina y veterinaria son sintetizados por bacterias del género Streptomyces [10].
Otra caracteristica muy importante de este género bacteriano es la produccién vy
acumulacién de triacilglicéridos (TAG) como depdsito de energia y carbono durante el
crecimiento vegetativo, lo que constituye una caracteristica muy poco frecuente en

procariotas [11, 12].

Figura 1. Ciclo de vida de S. coelicolor en medio de cultivo sélido. Los distintos estadios
por los que atraviesa S. coelicolor se encuentran detallados en el texto.
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3.2. Streptomyces coelicolor como organismo modelo

S. coelicolor es la especie mds caracterizada dentro del género Streptomyces, y
para la que se encuentran disponibles una gran cantidad de herramientas genéticas y
bioquimicas que facilitan su estudio. Su genoma se encuentra completamente
secuenciado, tiene un contenido de G+C del 72% y un tamaiio de 8,6 Mb [2, 13].

Hasta el inicio de este trabajo de tesis, se conocian cuatro compuestos con
actividad antimicrobiana producidos por S. coelicolor: el antibidtico policétido
actinorrodina, de color azul a pH alcalino [14]; undecilprodigiosina, una molécula
hibrida policétido-péptido no ribosomal, de color rojo a pH neutro [15]; el antibidtico
calcio dependiente (CDA) [16]; y la ciclopentanona metilenomicina codificada en el
plasmido SCP1 [6]. La produccién de estos compuestos secundarios en medio liquido
comienza cuando los cultivos alcanzan la fase estacionaria de crecimiento. En medio
sélido, esto se produce simultdneamente con el desarrollo del micelio aéreo [7].
Recientemente se ha reportado un nuevo alcaloide de tipo policétido producido por
esta especie bacteriana, conocido con el nombre coelimicina P1, producto del clister
de genes cpk [17-19]. El mismo fue descubierto gracias a la mutacion de un regulador
transcripcional negativo de la ruta biosintética, lo que produjo su desregulacion y la
expresion de los genes de biosintesis de manera no fisioldgica [18].

La importancia histdorica de este organismo radica en la particularidad de
producir compuestos coloreados -actinorrodina y undecilprodigiosina-, que son por lo
tanto observables a simple vista. Esto sin dudas constituyd una ventaja importante a la
hora del analisis masivo de mutantes en busca de fenotipos hiper- o sub-productores
de estos metabolitos secundarios y llevd a la instauracién de esta especie como

modelo de estudio dentro del género Streptomyces [6].

3.3. Biosintesis de acidos grasos en bacterias: FAS Il de Escherichia coli

La sintesis de acidos grasos (AG) constituye el primer paso en la formacion de los
lipidos de membrana y de triglicéridos. Aunque existe una variacidon estructural
considerable entre las distintas acido graso sintasas (FAS, por fatty acid synthase), las
reacciones enzimaticas que llevan a la formacién de acidos grasos son esencialmente

las mismas en todos los sistemas bioldgicos [20].
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La biosintesis de acidos grasos en bacterias es llevada a cabo por la sintasa de

acidos grasos tipo Il (FAS Il). Este sistema se caracteriza por tener las distintas

actividades enzimdticas en polipéptidos individuales [20]. La proteina transportadora

de acilos (ACP) cumple un rol clave en este sistema ya que mantiene unidos en forma

covalente, mediante un enlace tioéster a su grupo prostético 4-fosfopantoteina, a

todos los intermediarios de la sintesis acercandolos a los sitios activos de las distintas

enzimas de la via [20].

La sintesis de acidos grasos en E. coli ha sido ampliamente caracterizada y es

modelo de estudio para el mecanismo de FAS Il en otras bacterias (Figura 2) [20, 21].

Esta serie de reacciones comienza con la activacion del carbono 2 del acetil-CoA: la

carboxilacion dependiente de ATP llevada a cabo por la enzima acetil-CoA carboxilasa

>=o

Figura 2. Sintasa de dacidos grasos de tipo Il de E. coli. Ruta

biosintética de acidos grasos utilizada como modelo en bacterias. Acetil-CoA weeh
Cada uno de los pasos enzimaticos se encuentra detallado en el CO, + ATP

texto. ACC, acetil-CoA carboxilasa; FabD, malonil-CoA:ACP ADP% Sl
transacilasa; FabH, B-cetoacil-ACP sintasa lll; FabG, B-cetoacil- o

ACP reductasa; Fabz, B-hidroxiacil-ACP dehidratasa; Fabl, trans-2-

enoil-ACP reductasa; FabF, B-cetoacil-ACP sintasa Il.
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(ACC), en una reaccion que genera malonil-CoA. El grupo malonilo del malonil-CoA es
transferido luego al ACP por medio de una malonil-CoA:ACP transacilasa (FabD), y el
malonil-ACP generado luego serd sustrato de las enzimas condensantes que irdn
elongando las cadenas carbonadas de los acidos grasos de a dos unidades de carbono.
La enzima B-cetoacil-ACP sintasa Il (FabH) es la responsable del inicio de la cadena
carbonada, condensando el grupo acetilo de una molécula de acetil-CoA con el
carbono 2 del malonil-ACP, con la concomitante liberacidon de CO; y generacidon del -
cetobutiril-ACP. Este intermediario de cuatro carbonos es reducido por medio de la B-
cetoacil-ACP reductasa (FabG) dependiente de NADPH, y posteriormente deshidratado
por medio de la B-hidroxiacil-ACP dehidratasa (FabZ) generando el trans-2-enoil-ACP. A
continuacion, una reduccion NADH dependiente a cargo de la trans-2-enoil-ACP
reductasa (Fabl) genera un acil-ACP saturado de cuatro 4tomos de carbono. Este es el
sustrato de la enzima B-cetoacil-ACP sintasa Il (FabF), que condensa al intermediario
acil-ACP con otra molécula de malonil-ACP, elongando en dos carbonos al
intermediario acilado e iniciando nuevamente un ciclo de reduccién, deshidratacién y
reduccion de la cadena carbonada [20] (Figura 2).

Mediante la serie de reacciones anteriores se producen acidos grasos saturados
(AGS), cuya longitud promedio estd determinada por una competencia entre FabF, que
elonga una vez mas la cadena, y las enzimas acil-transferasas, que esterifican al acido
graso con glicerol-3-fosfato o con acilglicerol-3-fosfato y generan los intermediarios en
la via de sintesis de fosfolipidos de membrana [22, 23]. De esta manera, los acidos

grasos finalizan su elongacién cuando son removidos de FAS Il por las enzimas acil-

o]
)j\ ) Figura 3. Diversidad de acidos grasos
. Acido graso s .
Acetil-CoA S-CoA —> “nealgpar en B. subtilis. Se muestran los acil-
o CoA cortos utilizados por FabH como
. iniciadores para la sintesis de los
Isobutiril-CoA S-CoA Acido graso L. . L.
sobutini-Lo -CoA —> iso- par distintos tipos de dcidos grasos
o encontrados en este organismo. En
- cambio, FabH de E. coli soélo utiliza
Isovaleril-CoA S-CoA —> Acido graso . s
iso- impar acetil-CoA como iniciador,
0 sintetizando sélo  acidos  grasos
ki lineales de cadena par.
2-metilbutiril-CoA S-CoA —» ~cidograso

anteiso- impar
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transferasas.

3.4. Acidos grasos en Bacillus subtilis: ramificaciones iso- y anteiso-

E. coli es capaz de sintetizar acidos grasos de cadena lineal y nimero par de
atomos de carbono. Esto se debe a que la enzima FabH presente en este organismo
tiene preferencia por acetil-CoA como sustrato para iniciar la sintesis de estos
compuestos [24]. En cambio, el bacilo gram positivo B. subtilis posee
mayoritariamente acidos grasos ramificados en sus fosfolipidos de membrana (Figura
3). Estas ramificaciones en el extremo distal desfavorecen el empaquetamiento de los
fosfolipidos y mantienen la fluidez de membrana acorde a las necesidades celulares.
Los AG iso- y anteiso- derivan de la utilizacidon de isobutiril-CoA, isovaleril-CoA y 2-
metilbutiril-CoA como sustratos de la iniciacién de cadenas carbonadas [25]. Para
lograr esto B. subtilis posee dos enzimas iniciadoras (FabHA y FabHB) capaces de
condensar el malonil-ACP a estos sustratos con mayor eficiencia que con acetil-CoA,
generando por lo tanto una mezcla acidos grasos ramificados y no ramificados, siendo
los primeros mayoritarios. Las condensaciones posteriores con malonil-ACP se

producen exclusivamente por FabF [24].

3.5. Sintesis de acidos grasos insaturados en bacterias

En E. coli, los dacidos grasos insaturados (AGI) constituyen una porcidn
significativa del total de acidos grasos presentes en los fosfolipidos de membrana. Los
mismos poseen una insaturacién en configuracidon cis que provoca un quiebre en la
cadena carbonada y disminuye el empaguetamiento de los acidos grasos [26, 27]. Los
AGIl son producidos en E. coli por la accion de la B-hidroxidecanoil-ACP
dehidratasa/isomerasa (FabA), cuyo sustrato son los acil-ACP de diez atomos de
carbono (Figura 4.A) [27, 28]. Esta enzima genera un acil-ACP de diez dtomos de
carbono con un doble enlace trans en posicidn 2, y luego lo isomeriza a cis en posicién
3. Este cis-3-decanoil-ACP puede ser elongado por FabB y continuar el ciclo de sintesis
al igual que un AGS, generando acidos grasos con insaturaciones en posiciéon w-7

(Figura 4.A) [28].
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> Adil-ACPsaturado ————— Figura 4. Sintesis de novo de
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Streptococcus pneumoniae es un organismo gram-positivo patdégeno, capaz de
causar diversas infecciones en humanos. A diferencia de lo que sucede en E. coli, S.
pneumoniae no posee homologos a FabA y FabB en su genoma, sino una Unica enzima
responsable de la sintesis de AGIs: FabM, una trans-2-enoil-ACP isomerasa esencial
para la biosintesis de los mismos (Figura 4.B) [29]. Otra diferencia sustancial respecto a
E. coli es la presencia de FabK, una flavoproteina que actia como enoil-ACP reductasa,
en lugar de la enzima NADH dependiente Fabl [30]. La composicién de acidos grasos
sintetizados de novo estd determinada principalmente por la actividad de FabK. Esta
enzima reduce el doble enlace trans en posicidn 2, lo que conlleva a la formacién de
AGS. En cambio, FabM es capaz de isomerizar este doble enlace a una insaturacién cis
en posicidn 3. Este acil-ACP a continuacidn es elongado por la enzima FabF, llevando
entonces a la sintesis de AGI (Figura 4.B) [31].

Las insaturaciones en los acidos grasos de B. subtilis se producen a posteriori de
su sintesis y como respuesta a una disminucién abrupta de la temperatura [32]. La
enzima A5-acido graso desaturasa (A5-Des) es capaz de oxidar el enlace carbono-
carbono en posicién 5 y generar un doble enlace cis en los acidos grasos que se
encuentran esterificados en los fosfolipidos de membrana [32]. La transcripcion del
gen que la codifica se encuentra regulada por un sistema de dos componentes: el
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regulador de respuesta DesR es activado por la histidin-quinasa DesK ante la
disminucion de la fluidez de membrana [33]. De esta manera se activa la expresion de
la enzima A5-Des, aumentando la proporcion de dcidos grasos insaturados y

restaurando la fluidez de la membrana ante la disminucion de temperatura [34, 35].

3.6. Sintesis de acidos grasos en S. coelicolor

S. coelicolor utiliza una sintasa de tipo Il (FASII) para producir sus acidos grasos
[36]. Los mismos presentan, en su mayoria, ramificaciones iso- y anteiso- y sélo una
pequefia proporcion esta constituida por acidos grasos lineales [37]. Los primeros se
sintetizan a partir de los precursores isobutiril-CoA, 2-metilbutiril-CoA e isovaleril-CoA,
los cuales son ésteres de CoA provenientes del catabolismo de aminoacidos
ramificados, de forma andloga a lo que sucede en B. subtilis (Figura 3, pagina 11),
mientras que los segundos lo hacen a partir de acetil-CoA y butiril-CoA [37, 38]. La
enzima FabH de organismos productores de estos acidos grasos iso- y anteiso-
presenta una especificidad de sustrato relajada que le permite aceptar una amplia
gama de sustratos como iniciadores de la cadena carbonada [24, 36].

La sintesis lipidica en Streptomyces ha recibido poca atencién en comparacién
con otros organismos modelo, y la mayoria de la informacidn proviene del andlisis in
silico de secuencias genédmicas [39]. El genoma de S. coelicolor codifica para al menos
cuatro homdlogos a FabH. Dos de ellos forman parte de clisteres productores de
metabolitos secundarios, mientras que uno se encuentra formando un operén
relacionado con la sintesis de acidos grasos, el operdn fab: fabD-fabH-acpP-fabF [36].
Este operdn es el responsable de la sintesis de acidos grasos en S. coelicolor y ha sido
parcialmente caracterizado en forma bioquimica y genética [36, 40]. La enzima
codificada por el primer gen del operdn, FabD, se identificé como una malonil-CoA:ACP
aciltransferasa involucrada en el metabolismo primario de acidos grasos [40]. El sitio
de inicio de la traduccién de fabD presenta dos singularidades encontradas
frecuentemente en Streptomyces: el primer codén es un GTG, en lugar del ATG
comunmente encontrado en otros organismos; y ademas éste coincide con el sitio de
inicio de la transcripcién, dando lugar a un mARN sin la secuencia 5’ convencional de

unién a ribosoma [40]. S. coelicolor posee una sola copia de fabD en su genoma,
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sugiriendo que esta transacilasa estaria involucrada tanto en la via de sintesis de
acidos grasos como en la de compuestos policétidos [40]. FabH es una enzima con
actividad B-cetoacil-ACP sintasa Ill esencial para el crecimiento de S. coelicolor [36].
Esta enzima es la responsable de iniciar la sintesis de acidos grasos a través de la
condensacién de malonil-ACP con los acil-CoAs de cadena corta y, al tener preferencia
por acil-CoA ramificados respecto a lineales, genera acil-ACPs con ramificaciones iso- y
anteiso- [36, 37]. Tal es asi que la cepa mutante condicional en este gen, que expresa
el gen fabH de E. coli -altamente selectivo para acetil-CoA- produce acidos grasos
lineales en forma predominante [37]. El gen acpP codifica para una proteina
transportadora de acilos (ACP, por acyl carrier protein) especifica de la biosintesis de
acidos grasos. En S. coelicolor existen otras dos proteinas homdlogas a ACP, pero éstas
se encontrarian comprometidas en el transporte de grupos acilos para la sintesis de
pigmentos policétidos en policétido sintasas de tipo Il [41]. Por ultimo, fabF codificaria
para la enzima B-cetoacil-ACP sintasa Il, responsable de la elongacidn de los acil-ACP a
través de su condensacidon con moléculas de malonil-ACP [36].

El resto de los genes que codifican para enzimas de FASIl se encuentran
distribuidos en distintas partes del cromosoma: Los genes fabG-fabl (B-cetoacil-ACP
reductasa y enoil-ACP reductasa) se encontrarian formando un posible operdn en otro
locus cromosomal mientras que el gen que codifica para FabZ (B-hidroxiacil-ACP
dehidratasa) se encontraria duplicado y formaria una unidad transcripcional

bicistrdnica localizada en otra regién del genoma [39].

3.7. Sintesis de triglicéridos en S. coelicolor.

Los triglicéridos (TAG) son triésteres de glicerol con acidos grasos, ampliamente
utilizados como compuestos de reserva de energia y carbono en organismos
eucariotas [42]. Estos presentan la ventaja de poseer una alta densidad energética, ya
gue constituyen una de las formas mas reducidas de compuestos carbonados, y
ademas su caracter altamente hidrofdbico le permite a la célula acumular grandes
cantidades de este lipido neutro sin alterar la osmolaridad intracelular [12, 42]. En la
célula los TAG se encuentran como granulos lipidicos, formando gotas de aceite

recubiertas por una capa de fosfolipidos y gran cantidad de proteinas asociadas [43].
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Si bien el uso de TAG como compuesto de reserva de carbono se creia una
caracteristica exclusiva de eucariotas, se ha reportado sintesis y acumulacién de TAG
en forma significativa en diferentes especies bacterianas, la mayoria de ellas
representantes del orden Actinomicetales. Entre ellas se pueden destacar las
pertenecientes a los géneros Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus y Streptomyces
[11, 44-46]; también se ha descripto la capacidad de sintetizar ceras y TAG en
organismos gram negativos como Acinetobacter baylyi ADP1 vy Marinobacter
hydrocarbonoclasticus [47, 48].

Miembros del género Streptomyces son capaces de acumular hasta un 60% del
total de los lipidos celulares en forma de TAG [11]. Su sintesis se da en medios de
cultivo que presentan un exceso de fuente de carbono, y en el cuales el crecimiento se
encuentra limitado por nitrégeno o fésforo [12]. La acumulacién de TAG comienza
hacia fines de la fase exponencial de crecimiento, y se correlaciona con la actividad
acil-CoA:DAG aciltransferasa (DGAT) presente en los extractos crudos [11]. Las enzimas
DGAT son capaces de acilar el grupo -OH de una molécula de diacilglicerol (DAG)
utilizando un acil-CoA como sustrato, lo que constituye el Gltimo paso en la formacién
de TAG [46]. En este organismo se han identificado al menos tres proteinas con
actividad DGAT: Sco0958, Sco0123 y Sco1280. Las mismas pertenecen a la familia de
DGAT procaridticas denominada WS/DGAT (por wax synthase/diacylglycerol
acyltransferase), evolutivamente distantes de las DGAT que se encuentran en
eucariotas [46, 47]. Entre ellas, Sco0958 seria la responsable de la mayor parte de
actividad DGAT encontrada in vivo y la enzima clave en la sintesis de TAG en esta
bacteria [46]. Tal es asi que la cepa mutante en SCO0958 presenta una reduccion en la
sintesis de TAG del 60%, mientras que la mutacién adicional de las otras dos DGAT no
provoca una mayor disminucién en el contenido de TAG [46].

Si bien la actividad de las WS/DGAT identificadas serian las responsables de la
mayor parte de la sintesis de TAG, cabe destacar que se han reportado evidencias
acerca de la existencia de vias alternativas de sintesis de triglicéridos en este
organismo [46]. Se ha postulado que podrian existir enzimas aun no identificas que
serian DGAT no pertenecientes a la familia de WS/DGAT, e incluso enzimas con

actividad fosfolipido:DGAT aciltransferasa (PDAT) cuya actividad se ha detectado en
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extractos crudos celulares, y que han sido previamente caracterizadas en plantas [46,

49].

3.8. Relacidn entre la sintesis de acidos grasos y policétidos en S. coelicolor

Los policétidos son moléculas que poseen una gran diversidad estructural,
muchos de las cuales presentan actividad biolégica como antibidticos (eritromicina A,
monensina A, rifamicina S), inmunosupresores (rapamicina), antifungicos (amfotericina
B), antiparasitarios (avermectina) y anticancerigenos (doxorubicina) [5, 50].

Si bien son estructuralmente muy diversos, los policétidos comparten el mismo
patron de biosintesis: La enzima que cataliza el proceso se denomina policétido sintasa
(PKS, por polyketide synthase) y es capaz de generar los policétidos a través
condensaciones sucesivas de dacidos carboxilicos cortos activados como ésteres de
CoA/ACP (como acetil-, malonil- o metilmalonil-CoA, entre otros) de forma similar a lo
que ocurre en la sintesis de acidos grasos [51, 52]. Una caracteristica fundamental de
las PKS radica en el hecho de que luego de la condensacién, los grupos ceto pueden ser
reducidos totalmente, de manera similar a lo que ocurre en FAS, o bien reducidos
parcialmente, generando entonces grupos hidroxilos o dobles enlaces; o también
permanecer como cetonas. La presencia de estos grupos ceto en la cadena carbonada
es la caracteristica que le da el nombre “policétidos” a esta familia de compuestos
[52].

La actinorrodina es un antibidtico policétido de color azul producido por S.
coelicolor. El cluster act codifica para una PKS de tipo Il responsable de la sintesis de
este compuesto [14]. La actinorrodina es un compuesto dimérico, donde para cada
mondmero son necesarias siete unidades de malonil-CoA y una de acetil-CoA. En este
organismo la sintesis de acidos grasos y la de policétidos estan estrechamente
relacionadas ya que comparten un precursor clave: el malonil-CoA (Figura 5) [14]. Este
precursor es producido por la enzima esencial acetil-CoA carboxilasa, que consta de
tres subunidades: AccA2, AccB y AccE. El malonil-CoA entonces puede ser dirigido
hacia FAS por medio de la transferencia del grupo malonilo a la proteina ACPy,, propia
del sistema FASII, y codificada por el gen acpP; o bien direccionarse hacia la sintesis de

actinorrodina, cuando este grupo es transferido a ACP,, codificada dentro del cluster
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act (Figura 5). Si bien ambas proteinas presentan un alto grado de similitud, las mismas
son funcionalmente diferentes y cada una interacciona preferencialmente con un
grupo de proteinas distinto, logrando a través de ello la separacién de los precursores
acil-ACP de ambas vias biosintéticas. Sin embargo, a pesar de su rol diferencial, ambos
ACP son cargados con un grupo malonilo por una unica malonil-CoA:ACP transacilasa
FabD, codificada dentro del operdn fab.

Es decir que dependiendo del estadio de crecimiento y las necesidades celulares,

S. coelicolor deberia ser capaz de regular la producciéon de malonil-CoA por la enzima

Figura 5. Esquema de las vias de sintesis de fosfolipidos, TAG y el policétido actinorrodina
en S. coelicolor. La ruta biosintética de acidos grasos y la del policétido actinorrodina
comparten al precursor malonil-CoA y a la enzima FabD. (1) Acetil-CoA carboxilasa; (2)
FabD, malonil-CoA:ACP transacilasa; (3) Glicerol-3P aciltransferasa; (4) Lisofosfatidato
aciltransfereasa; (5) Fosfatidato fosfatasa; (6) DAG aciltransferasa; (7) Fosfatidato
citidiltransferasa. LPA, acido lisofosfatidico; PA, acido fosfatidico; DAG, diacilglicerol; TAG,
triacilglicerol; PL, fosfolipido

(7) PL
(5) Actincarrgdina
PA
f BAG TAG

(6)

(4) Acil-CoA

T A
I?A /,_ Acil-ACP
(3) Malonil-ACP,,

(2)

Malonil-CoA (2)

Acetil-CoA
/z)

Malonil-ACP,,
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ACC, y de dirigir este precursor hacia FAS o PKS a través de su transferencia a ACPs;, 0
ACP,; catalizada por la Unica enzima FabD que se encuentra en este organismo (Figura
5). Ademas, en condiciones de exceso de carbono, y ante la limitacion del crecimiento
por déficit de nitrégeno o fésforo, S. coelicolor es capaz de sintetizar TAG en forma
simultanea a la sintesis de actinorrodina. En estos momentos, al estar el crecimiento
en estado estacionario, también se espera una reduccién en la demanda de
fosfolipidos para la biogénesis de membrana. Es decir que S. coelicolor debe ser capaz
de dirigir el flujo de malonil-CoA hacia tres destinos posibles en funciéon de las
necesidades celulares: la sintesis de acidos grasos destinada a fosfolipidos de
membrana; la de acidos grasos destinados a TAG; o bien, a la sintesis de actinorrodina.
En este sentido se ha propuesto que los TAG podrian actuar como compuestos de
reserva de carbono para la producciéon ulterior de actinorrodina [11]. Sin embargo,
también se ha demostrado que al ocurrir simultdneamente, ambas vias podrian estar
compitiendo por las unidades de carbono disponibles [46, 53].

En este contexto, entender cudles son los mecanismos bioquimicos y genéticos
que S. coelicolor utiliza para coordinar la sintesis de acidos grasos con la sintesis de
fosfolipidos de membrana, de TAG y de compuestos policétidos permitiria, entre otras
cosas, extrapolar estos conocimientos hacia otras especies relacionadas con la
finalidad de optimizar la produccién de estos compuestos -tanto lipidos como
policétidos- utilizando estrategias racionales de ingenieria metabdlica y/o biologia

sintética.
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4. Materiales y métodos

4.1. Cepas y plasmidos

Las cepas de Escherichia coli, Streptomyces coelicolor y Saccharomyces cerevisiae, y

los pldsmidos utilizados en este trabajo de tesis se listan en las Tablas | y Il

Tabla I. Cepas utilizadas en este trabajo de tesis

Referencia o

Cepas Descripcion
Fuente
Escherichia coli
DHS5 E. coliK-12 F la.cU169 (p80lacZAM15) endA1l recAl hsdR17 (54]
deoR supE44 thi-1-12 gyrA96 relAl
BL21 F ompT gal dcm lon hsdSg(rg mg) A(DE3) Novagen
Rosetta (DE3) E. coli BL21 pRARE2 ; Cm® Novagen
ca1 F  ompT gal dcm lon hsdSg(rg mg) A(DE3) Lucigen
ET 12567 ;L;;::Zéi :::jj/\oﬂ a;rgr—nlf proA2 lacY galk2 rpsL20 xyl-5 mtl-1 (6]
BW25113 F A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), A, rph-1, A(rhaD- (5]
rhaB)568, hsdR514,
JW4002 E. coli BW25113 AdgkA737::Km; Km"® [55]
JW5020 E. coli BW25113 AfadE739::Km; Km® [55]
MPS10 BL21 (DE3) AdgkA::Km; Km® Esta tesis
MPS11 BL21 (DE3) AdgkA Esta tesis
MPS12 BL21 (DE3) AdgkA AfadE::Km; Km® Esta tesis
MPS13 BL21 (DE3) AdgkA AfadE Esta tesis
MPS14 BL21 (DE3) AdgkA AfadE AaraBAD::Km; Km® Esta tesis
MPS15 BL21 (DE3) AdgkA AfadE AaraBAD Esta tesis
Streptomyces coelicolor

M145 Cepa parental SCP1 SCP2 [6]
AM6 M145 SC02386::Tn5062; Am" [56]
AM6C AMG6 attBpcsq::pAA105; Am® Hygk [56]
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MD18 M145 attB sr,::pMD13; Km® [56]

MD26 AM6 attBpr::pMD13; Am® Km® [56]

SC13 M145 attB,gr;::pSC3; Km® Esta tesis
SC_1102 M145 SC01102::Tn5062; Am* Esta tesis
SC_1753 M145 SC01753::Tn5062; Am* Esta tesis
SC_6355 M145 SC06355::Tn5062; Am* Esta tesis
SC_1153 M145 SC01102::Tn5062 SCO1753::Tn5066; Am" Hyg" Esta tesis
SC_6353 M145 SCO1753::Tn5062 SCO6355::Tn5066; Am" Hyg" Esta tesis
SC_1155 M145 SC01102::Tn5062 SCO6355::Tn5066; Am" Hyg" Esta tesis
SC_1153 Ca  SC_1153 attBesr:: pRT802-Lppa; Am® Hyg" Km® Esta tesis
SC_1153_Cb  SC_1153 attBpsrs:: pRT802-LppB; Am® Hyg® Km® Esta tesis
SC_285 M145 attBggr:::pTR285; Km® Esta tesis
SC_Lppa M145 attBysr:::p285-LPPa; Km® Esta tesis
SC_Lppp M145 attBysri::p285-LPPB; Km"® Esta tesis

Saccharomyces cerevisiae

W303-1A MATa ade2-1 can1-100 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 [57]
GHY58 W303-1A dpplA::TRPl/KanR Ipp1 A::HIS3/KanR pahl [58]
A::URA3

Tabla Il. Plasmidos y cosmidos utilizados en este trabajo de tesis

Referencia o

Plasmido Descripcion
Fuente

Vector de expresion de proteinas recombinantes bajo el

pET28a R Novagen
promotor del fago T7; Km
Vector de expresion de proteinas recombinantes bajo el

pBAD33 . . . R [59]
promotor Pgap inducible por L-Arabinosa; Cm

p425GPD Plasmido de expresidon multicopia para levaduras. Posee [60]
el promotor GPD y el marcador LEU2; Ap®

pCR®-Bluntll- Plasmido para el clonado de fragmentos de ADN romos; Invitrogen
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pKD13

pKD46

pCP20

pUZ8002

pKOS111-47

pRT802

pTR285

pBR130

pQM5066

pMD10

pAA105

pMD13
pSC3
pET28-Lppa
pPET28-LppP

PET28-Lppy

pBAD-Lppa

pBAD-LppB

Materiales y métodos

Km®

Pldasmido para la amplificacion del marcador de seleccion
de kanamicina flanqueado por secuencias FRT; Ap® Km"®

Plasmido de expresidn del sistema de recombinacién Red.
Termosensible; Ap®

Plasmido de expresién de la recombinasa FLP.
Termosensible; Cm® Ap®

Plasmido helper utilizado en conjugacidon E. coli-S.
coelicolor; Km®

Plasmido helper utilizado en conjugaciéon E. coli-S.
coelicolor; ApR

Vector conjugativo e integrativo en Streptomyces basado
en el sistema de recombinacién del fago $pBT1; Km"

Plasmido de expresion derivado de pRT802, que posee el
promotor fuerte Pmex ; Km®

pTZ19R, contiene los genes xyITE ; Ap*

Plasmido que contiene una copia del transposén Tn5066;
Hyg"

pET28a(+) conteniendo el gen fasR clonado en los sitios
Ndel/EcoRl; Km®

pSET152, contiene el gen fasR bajo su propio promotor;
Am® Hng

pRT802, contiene la construccion Pr,,p-XyITE; Km®
PRT802, contiene la construccion Prgppmue-XYITE; Km®
pET28, porta el gen $CO1102 bajo el promotor T7; Km®
pET28, porta el gen SCO1753 bajo el promotor T7; Km®
pET28, porta el gen SCO6355 bajo el promotor T7; Km®

pBAD33, porta el gen SCO1102 bajo el promotor Pgp;

Cm"®

pBAD33, porta el gen SCO1753 bajo el promotor Pgp;

Cm"®

[61]

[61]

[62]

(6]

B. Julien

(com. personal)

[63]

[46]

[64]

P. Dyson

(com. personal)

[65]

[56]

[65]
Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
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pBAD-Lppy

pBAD095S8

p425-Lppa

p425-LppP

p425-Lppy

p285-Lppa

p285-LppP

pRT802-Lppa

pPRT802-Lppp

pTR257

pET28-0958-
LppB

pBAD-0958-
LppB

pET28-AtfA
pET28-FadD

pET28-0958-
FadD

pCCo1

pET28-AccA2-
AccE

pET28-AccA2-
AccE-AccB
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pBAD33, porta el gen SCO6355 bajo el promotor Pgpp;

Ccmf

pBAD33, posee el gen SCO0958 bajo el promotor Pgap;

Ccmf

p425-GPD, porta el gen SCO1102 bajo el promotor GPD;
Ap®, LEU2

p425-GPD, porta el gen SCO1753 bajo el promotor GPD;
Ap®, LEU2

p425-GPD, porta el gen SCO6355 bajo el promotor GPD;
Ap®, LEU2

pTR285, porta el gen SCO1102 bajo el control del
promotor Pemex; Km"®

pTR285, porta el gen SCO1753 bajo el control del
Promotor P, me+; Km®

pRT802, porta el gen SCO1102 bajo el control de su
propio promotor; Km"®

pRT802, porta el gen SCO1753 bajo el control de su
propio promotor; Km"®

pET28, porta el gen SCO0958 bajo el promotor T7; Km®

pET28, porta el operdon SCO0958-SCO1753 bajo el
promotor T7; Km"

pBAD33, porta el operén SC0O0958-SCO1753 bajo el
promotor Pgap; Cmf

pET28, porta el gen atfA bajo el promotor T7; Km®
pET28, porta el gen fadD bajo el promotor T7; Km"

pET28, porta el operédn SCO0958-fadD bajo el promotor
T7; Km*

pET28, porta el gen accA2 bajo el promotor T7; Km®

pET28, porta el operdn accA2-accE bajo el promotor T7;

Km®

pET28, porta el operdn accA2-accE-accB bajo el promotor
T7; Km*

Esta tesis

[46]

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

[46]

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
Esta tesis

Esta tesis

(66]

Esta tesis

Esta tesis

-23-



pET28-0958-
ACC

pET28-GpsA

pET28-0958-
GpsA

pET28-FadR

pET28-0958-
FadR

pET28-0958-
0958

6A05.2.b04

25C134.1.D02

SC3A7.1.D12

6A05.2.b04-Hyg

25CI34.1.D02-

Hyg

SC3A7.1.D12-
Hyg
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pET28, porta el operén SCO0958-accA2-accE-accB bajo el
promotor T7; Km®

pET28, porta el gen gpsA bajo el promotor T7; Km"®

pET28, porta el operdon SCO0958-gpsA bajo el promotor
T7; Km®

pET28, porta el gen fadR bajo el promotor T7; Km®

pET28, porta el operén SCO0958-fadR bajo el promotor
T7; Km®

pET28, porta el operdn SCO0958-SCO0958 bajo el
promotor T7; Km"

Cosmido (repP’S, Km®) con una insercién del Tn5062 (oriT,

Am") en el gen SC01102; Am® Km®

Cosmido (repP’S, Km®) con una insercién del Tn5062 (oriT,

Am") en el gen SCO1753; Am® Km®

Cosmido (rep”’, Km®) con una insercién del Tn5062 (oriT,

Am®) en el gen SCO6355; Am" Km"

Cosmido (rep”’, Km®) con una insercién del Tn5066 (oriT,

Hyg") en el gen SC01102; Hyg" Km"

Cosmido (rep”’, Km®) con una insercién del Tn5066 (oriT,

Hyg") en el gen SCO1753; Hyg® Km"

Césmido (rep”’, Km®) con una insercién del Tn5066 (oriT,
Hyg") en el gen SCO6355; Hyg" Km"

4.2. Medios de cultivo

4.2.1. Luria-Bertani (LB)

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

(67]

[67]

[67]

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Este medio, tanto liquido como sdlido, se utilizd para mantener y crecer cepas de

E. coli, y para el crecimiento y titulacién de esporas de S. coelicolor.

Peptona de caseina 10g
Extracto de levadura 5¢g
NacCl 10g
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H,O csp. 1L
Ajustar a pH 7 con NaOH
Para la obtenciéon de medio sélido se suplementd el mismo con agar a una

concentracion final de 1,5% p/v.

4.2.2. Medio minimo M9

Este medio se utilizé para la evaluacidn de auxotrofias en E. coli.

Na,HPO,4.7H,0 12,8¢g
KH,PO,4 3g
NacCl 05¢g
NH,Cl 1g
H,O csp.1L

Se autoclava el medio de cultivo, y para cada 100 mL se adicionan:
MgS0O, (1 M) 0,2 mL

CaCl; (100 mM) 0,1 mL

Glucosa (20% p/v) 1mL

La glucosa puede ser reemplazada por L-Arabinosa u oleato a una concentracién

de 0,2% p/v.

4.2.3. SOC

Este medio fue utilizado para la recuperaciéon de células de E. coli luego de la
electroporacién
Peptona 20g

Extracto delevadura 5g

NacCl 0,6g
KCl 02g
H,O csp. 1L

Luego de autoclavar el medio se suplementa con MgCl, 10 mM vy glucosa 20 mM.
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4.2.4. Medio minimo mineral

Este medio de cultivo se utilizé para el crecimiento de E. coli en cultivos de batch

alimentado

Extracto de levadura 0,5g

KH,PO4 20,8g
(NH4),HPO4 3g
NaH,POq4 4g
H,O csp. 1L

Luego de autoclavarse el medio es suplementado con 1,5 mL de solucién de
elementos traza conteniendo: 50 mM FeCl;, 20 mM CaCl,, 10 mM ZnSO,4, 10 mM
MnCl;, 2 mM CoCl;, 2 mM CuCl,, 2 mM NiCl,, 2 mM H3BO3, 2 mM Na;MoQO,; and 2 mM
Na,SeOs.

La solucidon de alimentacién de fuente de carbono contiene 600 g/L glucosa y 15

g/L MgS0,.7H,0.

4.2.5. Soja— Manitol (SM)

Este medio de cultivo sdlido se utilizé para la seleccidn de exconjugantes en los
experimentos de conjugacion E. coli — Streptomyces, para el mantenimiento de cepasy

la preparacién de esporas de S. coelicolor.

Agar 20g
Manitol 20¢g
Harina de soja 20g
H,O corriente csp. 1L

4.2.6. Medio minimo suplementado liquido (SMM)

Este medio fue utilizado para el crecimiento de S. coelicolor. La fuente de
carbono consistid en glucosa 1% p/v y la fuente de nitrégeno en casaminoacidos 0,2%
p/v.

PEG 6.000 5g

H,0 csp. 82 mL
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Luego de autoclavar se agrega por cada 100 mL de medio:

NaH,PO,4+ K;HPO4 (50 mM cada uno) 1mL
MgS04.7H,0 (24 g/L) 2,5 mL
Buffer TES (0,25 M pH 7,2) 10 mL
Antiespumante (1% p/v) 1mL
Glucosa (50% p/v) 2mL
Casaminoacidos (20% p/v) 1mL
Elementos traza* 0,1 mL

*La solucion de elementos traza contiene: 0,1 g/L de ZnS04.7H,0, FeS0O4.7H,0,
MI’]C|2.4H20, CaCI26H20 \ NaCl.

4.2.7. RS

Medio de cultivo rico liquido fue utilizado para el crecimiento de S. coelicolor.

Sacarosa 103 g
K,SO4 0,25¢
MgCl,.6H,0 10,2 g
Glucosa 10g
Casaminoacidos 01lg
Elementos traza* 2mL
Extracto de levadura 5g
Buffer TES 573¢g
H,O csp. 1L

*La solucion de elementos traza contiene: 40 mg/L de ZnCl,, 200 mg/L
FeCls.6H,0, 10 mg/L CuCl,.2H,0, 10 mg/L MnCl,.4H,0, 10 mg/L Na,B;0,.10H,0 y 10
mg/L (NH4)6MO7024.4H20.

Luego de autoclavar, para cada 100 mL de medio de cultivo agregar:
KH,PO4 (0,5% p/v)  1mL

CaCl,.2H,0 (5 M) 0,4 mL

NaOH (1 N) 0,7 mL

-27-



Materiales y métodos

El medio de cultivo R5 sélido se utilizd para evaluar la produccién de antibidticos
de S. coelicolor. Para ello, durante la preparacién el R5 liquido fue suplementado con
2% p/v agar.

4.2.8. YEME

Medio de cultivo rico liquido utilizado para el crecimiento de S. coelicolor.

Extracto de levadura 3g
Peptona 5g
Extracto de malta 3g
Glucosa 10g
Sacarosa 340 g
H,O csp. 1L

Luego de autoclavar, el medio de cultivo se suplementa con MgCl, 5 mM

4.2.9. Medio minimo suplementado sélido (SMMS)

Este medio de cultivo se empled para el estudio de la produccion de antibidticos
de S. coelicolor. Se utilizé acetato 0,5% p/v como fuente de carbono y 0,2% p/v

casaminodcidos como fuente de nitrégeno.

Difco Casa aminoacidos 2g
Buffer TES 573¢g
Agar 24 g
H,O csp. 1L

Ajustar a pH 7,2. Luego de autoclavar se agrega por cada 200 mL de medio:

NaH,PO4+ K;HPO4 (50 mM cada uno) 2mL
MgSO, (1M) 1mL
Elementos traza* 0,2 mL

*La solucién de elementos traza contiene: 0,1 g/L de ZnS04.7H,0, FeS0,4.7H,0,

MnC|2.4H20, CaC|2.6H20 \ NaCl.
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4.2.10. 2xYT

Medio utilizado para la germinacién de esporas de Streptomyces en los

experimentos de conjugacion.

Difco Bacto triptona l6g
Difco Bacto extracto de levadura 10g
NacCl 5g
H,O csp.1L

4.2.11.TSB (Caldo Triptona Soja)

Este medio se utilizd en la preparaciéon de micelios para la posterior extraccién
de ADN gendmico.

Caldo de triptona de soja 30g

H,O csp. 1L

4.2.12.YPD

Medio de cultivo rico utilizado para el crecimiento de levaduras.
Extracto de levadura 10g

Peptona 20g

H,O csp. 1L

Luego de autoclavado, se adiciona glucosa a una concentracion 2% p/v. Para

solidificar, el medio se suplementé con agar 1,5% p/v.

4.2.13. Medio sintético completo para levaduras (SC)

Este medio se utilizd para la seleccién de transformantes y evaluacion de

auxotrofias de las determinadas cepas de S. cerevisiae.

YNB (6,7% p/v)* 100 mL
Glucosa (20%) 100 mL
H,O csp. 1L
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Dependiendo de los requerimientos nutricionales de la cepa, el medio de cultivo
fue suplementado con hemisulfato de adenina (10 mg/L), L-histidina (50 mg/L), L-
leucina (100 mg/L), triptofano (100 mg/L), y/o uracilo (20 mg/L).

* YNB (por, yeast nitrogen base) contiene sulfato de amonio, vitaminas vy
cofactores necesarios para el crecimiento de S. cerevisiae. No contiene aminoacidos

[68].

4.2.14. Adicion de acidos grasos al medio de cultivo

De ser necesaria la suplementaciéon de un determinado medio de cultivo con
acidos grasos, previamente se agregd el detergente Brij-58 a una concentracién 4
veces mayor a la de los mismos para favorecer su solubilizacién. El palmitato y el
oleato fueron neutralizados y preparados en solucién al 5 o al 20% p/v en etanol,

respectivamente.

4.3. Condiciones de crecimiento

4.3.1. Preparacion de esporas de Streptomyces

Una colonia aislada fue repicada y esparcida con hisopo sobre toda la superficie
de placas de medio sélido soja-manitol (SM). Estas luego se incubaron por 6 dias a 30
°C, hasta obtener un pasto confluente de esporas grises. Las esporas fueron colectadas

en 20% v/v glicerol, tituladas en medio LB y guardadas a -80 °C.

4.3.2. Cultivos de Streptomyces en medio liguido

Se utilizaron erlenmeyers con deflectores para favorecer la aireacién, vy
siliconizados para evitar la adhesion del micelio a las paredes. El medio de cultivo se
inoculé con esporas de S. coelicolor a una concentracion final de 10’ esporas/mL. Los
cultivos crecieron a 30 °C, con una agitacion de 200-250 rpm durante un periodo de
tiempo dependiente del ensayo. El volumen de medio de cultivo nunca excedid la
quinta parte del recipiente.

Las curvas de crecimiento se realizaron mediante extracciones proteicas totales
de cada alicuota de cultivo (1 mL) tomada a diferentes tiempos y conservada luego en

frio. Cada alicuota fue lavada con una solucién de Tris-HCI 50 mM pH 7 y resuspendida
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en una solucion conteniendo Tris-HClI 50 mM pH 7, NaCl 100 mM, EDTA 0,5 mM vy B-
mercaptoetanol 10 mM. La ruptura celular se realizé mediante sonicacion a 25% de
amplitud, 5 veces x 10 segundos cada vez (VibraCell Ultrasonic Processor-Sonics &
Materials Inc.). Posteriormente, los extractos se clarificaron a 14.000 rpm vy la
concentracion proteica en el sobrenadante se determiné por el método de Bradford
que se describe en la seccién 4.13 [69]. Cada determinacion se realizé por triplicado.
Para la marcacion radiactiva utilizando acetato marcado con **C ([**C]-acetato) se
separaron 5 mL de cultivo en un tubo de ensayo, se adicionaron 5 uCi de [**C]-acetato
58.9 mCi/mmol (PerkinElmer®) y se continud cultivando a 30 °C con agitacidn durante
3 hs. A continuacion las células fueron lavadas con 50 mM Tris-HCl pH 7 y guardadas a

-20 °C para su procesamiento

4.3.3. Determinacion de concentracion inhibitoria minima (CIM) en S.

coelicolor

Los ensayos de CIM se realizaron inoculando un determinado medio de cultivo
con una concentracion final de 107 esporas/mL y alicuotandolo en diferentes tubos. A
continuacion se realizaron diluciones seriadas al medio del antibidtico, que fueron
adicionadas a cada uno de los tubos. Se realizé un control positivo sin agregado de
antibidtico. Posteriormente los mismos fueron incubados a 30 °C con agitacion durante
48 hs. Se definid a la CIM como la menor concentracién del compuesto antimicrobiano

capaz de inhibir completamente el crecimiento.

4.3.4. Cultivos de E. coli en medio liguido

Las cepas bacterianas se inocularon desde medio sélido a una absorbancia inicial
(DOgoonm) de aprox. 0,01 y el volumen del medio de cultivo (LB) en ningln caso superé
la quinta parte del recipiente. Los cultivos crecidos durante toda la noche (ON, por
over night) fueron diluidos 1:100 en medio LB fresco o fueron recolectados por
centrifugacion. Cuando fue necesario, el medio fue suplementado con 100 pg ml™
ampicilina (Ap), 20 pg ml™ cloramfenicol (Cm), 50 pug ml™* kanamicina (Km), 50 pg ml™

apramicina (Am) o 100 pg ml™ higromicina (Hyg) para el mantenimiento de los
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plasmidos. Para el crecimiento se utilizaron bafios termostatizados a 37 °C con

agitacion a 200-250 rpm.

4.3.5. Cultivos de S. cerevisiae en medio liguido

El cultivo de rutina de S. cerevisiae se realizé a 30 °C con agitacion, generalmente
en medio de cultivo YPD. En levaduras se utilizan marcadores de seleccién
nutricionales que confieren prototrofia frente a algin compuesto para la cual la cepa
aceptora es auxotrofa. Cuando fue necesario evaluar las prototrofias de una
determinada cepa, se utilizd medio de cultivo sintético completo omitiendo los

aminoacidos y/o bases nitrogenadas para la cual la cepa deberia ser protdtrofa.

4.4. Transformacion quimica de E. coli

La cepa Escherichia coli DH5a [54] fue utilizada para clonado de rutina. Las cepas
de E. coli utilizadas fueron transformadas por golpe térmico en presencia de CaCl,
siguiendo los métodos convencionales [68]. Brevemente, a partir de cultivos de fase
logaritmica (DOgoonm de aproximadamente 0,5) crecidos a 37 °C, se colectaron por
centrifugacién (10 min, 4.000 x g, 4 °C) las células correspondientes a 1 mL de cultivo,
se lavaron con 1 mL de Solucidon | de transformacion estéril (10 mM Solucion MOPS y
10 mM KCl, pH 7) y luego se resuspendieron en 1 mL de la misma solucién. Las células
se recuperaron por centrifugacion y se resuspendieron en 1 ml de Solucién Il (100 mM
MOPS, 50 mM CaCl,, 10 mM KCl, pH 6,5) y se incubaron durante 15 min en hielo.
Luego las células se centrifugaron y resuspendieron en 0,1 ml de la Solucién Il, se
agregaron 1-200 ng de ADN en un volumen menor a 10 pl, y finalmente la mezcla se
incubd 30 min en hielo. Luego se realizd una incubacién a 42 °C durante 1 min, y
posteriormente 2 min mas en hielo. Se adicionéd 1 ml de medio LB y las células se
recuperaron durante 1 h a 37 °C. La seleccién de transformantes se en placas con

medio LB agar suplementado con los antibidticos apropiados.

4.5. Electroporacion de E. coli

Para la introduccion de DNA lineal en E. coli, y para determinados plasmidos, se

utilizo el protocolo de electroporacion. Para ello, se colectaron las células de 10 mL de
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un cultivo en LB de E. coli a DOggonm aprox. 0,5. De aqui en adelante todos los pasos
fueron realizados en frio. Las células fueron lavadas con 10 mL de agua destilada,
centrifugadas 5 min a 4.000 x g y resuspendidas luego en 1 mL de glicerol 10% v/v. Se
realizé un lavado adicional con glicerol 10% p/v, luego del cual las células fueron
resuspendidas en 50 pL de glicerol 10% p/v. EI ADN fue agregado a esta suspension, y
la mezcla fue transferida a una cubeta de electroporaciéon de 0,2 cm previamente
enfriada. La electroporacion se realizé con un equipo MicroPulser (BioRad®), utilizando
el programa Ec2 (pulso de 2,5 kV). Inmediatamente se agregd 1 mL de medio de cultivo
SOC, se recuperaron las células durante 1 h a 30 o 37 °C y se sembraron en placas

selectivas de medio de cultivo LB.

4.6. Transduccion generalizada con fago P1 en E. coli

Para la transferencia de marcadores cromosomales en E. coli se utiliz6 la técnica
de transduccion generalizada con fago P1 vir [68]. El lisado de la cepa dadora se generd
en medio liquido, creciéndola en 5 mL de medio LB suplementado con CaCl, 5mM
glucosa 0,2% p/v (LB-Ca-Glc) a 37 °C e inoculando con 500 uL de fago P1 salvaje. Luego
de 3 hs de incubacién a 37 °C se puede observar la lisis casi total del cultivo por
disminucion de la turbidez. A continuacidon se separd el sobrenadante por
centrifugacién 10 min a 5.000 x g, se adicionaron 500 pL de cloroformo y se mezcld
vigorosamente para para destruir cualquier célula de la cepa dadora remanente. El
lisado fue centrifugado 5 min a 5.000 x g para separar las fases y guardado a 4 °C hasta
SU uso.

Para la transduccién propiamente dicha, 1 mL de cultivo saturado de la cepa
aceptora fue centrifugado 5 min a 5.000 x g, y resuspendido en solucion MC estéril
(MgS0O4 100 mM, CaCl, 5 mM). Se incubaron 100 pL de esta suspensiéon durante 20 min
a 37 °C con distintas diluciones de lisado de la cepa dadora, luego de lo cual se
adicionaron 200 uL de Citrato de sodio 1 M pH 5,5y 1 mL de LB. Luego de recuperar las
células durante 1 h a 37 °C, éstas fueron sembradas en placas selectivas de medio de

cultivo LB suplementado con citrato de sodio 20 mM.

4.7. Conjugacion intergenérica E. coli - S. coelicolor
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Para la transferencia de plasmidos movilizables entre E. coli y S. coelicolor se
siguié una técnica modificada del método original [6]. La conjugacidn intergenérica se
realizé utilizando como dadora, una cepa de E. coli ET12567/pK0S111-47 (Cm® Ap®)
que porta el plasmido a transferir, y como receptora una cepa de S. coelicolor M145 o
derivada de la misma. El pldsmido pKOS111-47 proporciona las funciones de
transferencia a pldsmidos que contienen un origen de transferencia oriT, pero no
puede autotransferirse por poseer una mutacion en su propio oriT [70].

Por cada conjugacion, 108 esporas de Streptomyces se adicionaron a 500 pl de
medio 2xYT y se germinaron por calentamiento a 50 °C durante 10 min. Las células
posteriormente se sembraron en placas de medio soja—manitol (SM) suplementado
con MgCl, 10 mM. Luego sobre las esporas se sembraron con ansa por medio de
estrias las células dadoras ET12567/pK0S111-47 conteniendo el vector a transferir. Las
placas se incubaron a 30 °C durante la noche y luego se cubrié cada placa con 1 ml de
H,0O conteniendo 0,5 mg acido nalidixico y 2,5 mg Km, 0,5 mg Am o 0,5 mg Hyg segun
el marcador utilizado en el vector. Finalmente, las placas fueron incubadas en estufa a

30°C durante 3 a 4 dias hasta la aparicion de las transconjugantes.

4.8. Transformacion de S. cerevisiae

La introduccién de plasmidos en S. cerevisiae se realizé por medio de
electroporacioén. Se cultivé la cepa de levadura a 30 °C en 250 mL en medio YPD hasta
una DOggonm de 1,3-1,5. A continuacion se centrifugd el cultivo a 3.000 x g durante 5
min, y se lavé el pellet celular con un volumen de agua fria, dos veces. Luego se
resuspendié el pellet en 20 mL de sorbitol 1 M frio y se centrifugd a 3.000 x g durante 5
min. Las células fueron a continuacién resuspendidas en 0,5 mL de sorbitol 1 M vy
alicuotadas en tubos de 40 pL de suspensidn celular a los que se les adicionaron 5-100
ng de ADN. Las células con el ADN fueron colocadas en una cubeta de electroporacion
de 0,2 cm previamente enfriada. La electroporacion se realizd con un equipo
MicroPulser (BioRad®), utilizando el programa Sc2 (pulso de 1,5 kV). Inmediatamente
después se adicioné 1 mL de medio YPD y se incubd 1 h a 30 °C. Finalmente, las células

fueron sembradas en placas selectivas conteniendo medio sintético completo,
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excluyendo los suplementos para los cuales se queria seleccionar la auxotrofia

(leucina, para el caso de la transformacién con p425-GPD).

4.9. Determinacion de actinorrodina en S. coelicolor

Para cuantificar el metabolito secundario actinorrodina, se tomaron 0,5 ml de
cultivo y se sonicaron durante 10 segundos, 25% amplitud (VibraCell Ultrasonic
Processor-Sonics & Materials Inc.). A continuacion se agregaron 250 ul de KOH 3 N
para dar una concentracion final de 1 N (pH = 14,0) y se mezcld vigorosamente durante
15 min. Luego se centrifugd a 4.000 x g durante 5 min, se recuperd el sobrenadante y
se midid la absorbancia del mismo a 640 nm (Absgspnm). La concentracién de
actinorrodina pudo ser calculada usando su coeficiente de extincion molar en KOH 1 N,

€640nm = 25.320 M cm™ [6].

4.10. Expresion de proteinas recombinantes en E. coli

Para la expresion de proteinas heterdlogas en E. coli se utilizaron distintas cepas
de expresion dependiendo del ensayo, todas ellas derivadas de la cepa BL21 (DE3). La
cepa BL21 (DE3) es una cepa de E. coli B liségenica para el profago ADE3, que expresa
la T7 ARN polimerasa a partir del promotor lacUV5. Este promotor es menos sensible a
la represidon catabdlica respecto a su versidn salvaje, e inducible por lactosa o su
analogo isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG).

Luego de crecer la cepa de E. coli hasta una DOggonm de aproximadamente 0,6 a
37 °C, se adicionaron los inductores correspondientes y se disminuyo la temperatura a
23 °C. Los cultivos fueron incubados durante toda la noche con agitacion moderada. La
disminucion en la temperatura se realizé para favorecer el correcto plegado de las
proteinas y evitar la formacion de agregados proteicos.

Para la marcacion radiactiva utilizando [**C]-acetato se utilizé una concentracidn

de 1 pCi/mL (58.9 mCi/mmol, PerkinElmer®) en el momento de la induccion.

4.11. Purificacion de His-FasR por cromatografia de afinidad

Las células que expresan la proteina recombinante fueron cosechadas, lavadas y

resuspendidas en solucion A (Tris-HClI 50 mM pH 8, NaCl 300 mM, EDTA 1 mM, B-
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mercaptoetanol 10 mM). A continuacion éstas fueron tratadas por sonicacion durante
5 series de 10 s a 25% amplitud usando un VibraCell Ultrasonic Processor (Sonics &
Materials, Inc.), previa adicién del inhibidor de proteasas PMSF a una concentracién de
0,5 mM. Posteriormente, los restos celulares se clarificaron por centrifugacion a
14.000 x g durante 30 min. La porcion soluble fue tomada del sobrenadante y
empleada como extracto proteico total libre de células para la purificacién de la
proteina recombinante. Tanto la fraccién soluble como la insoluble fueron analizadas
por SDS-PAGE. Todos los pasos se realizaron a 4 °C.

Para la purificacién del regulador FasR expresado como proteina de fusion a una
secuencia de polihistidinas (His) se utilizé el protocolo de purificacion de proteinas
solubles descripto por QIAGEN®. Los extractos proteicos totales libres de células
fueron incubados junto a la resina de afinidad de Ni**-NTA (Acido Nitrilo-Tricloro-
Acético)-Agarosa equilibrada previamente con la solucion A (Tris-HCI 50 mM pH 8,
NaCl 300 mM, imidazol 20 mM). Luego de 1 h de incubacién a 4 °C con agitacion suave,
la resina fue empacada en forma de columna y seguidamente lavada con 20
volumenes de la solucién A. Posteriormente se realizé un lavado con 10 volimenes de
solucion A suplementada con 20 mM imidazol y a continuacién las proteinas unidas a
la columna fueron eluidas usando un gradiente discontinuo creciente de imidazol (40,
80, 100, y 250 mM). Las fracciones eluidas fueron colectadas y la presencia de
proteinas fue analizada mediante SDS-PAGE.

Las fracciones que contenian la proteina purificada fueron dializadas a 4°C frente
a 100 volumenes de soluciones de distinta composicién. Para ello se utilizaron
membranas de didlisis de corte 12 kDa pre-tratadas por ebullicién durante una hora en
agua destilada y EDTA 10 mM para remover las trazas de metales pesados.

Posteriormente, la preparacion proteica fue alicuotada y utilizada sin congelar

para ensayos de retardo en gel (EMSA).

4.12. Purificacion de la fraccion de membranas de E. coli

Las cepas de E. coli y de S. coelicolor fueron cultivadas como se describié
anteriormente. Las células fueron colectadas por centrifugacion, lavadas con solucién

A (Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 300 mM, EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 10 mM) y
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resuspendidas en solucién A suplementada con PMSF 0,5 mM. A continuacién éstas
fueron tratadas por sonicacion durante 5 series de 10 s a 25% amplitud utilizando un
VibraCell Ultrasonic Processor (Sonics & Materials, Inc.). El lisado fue primero
clarificado por centrifugacion a 15.000 x g durante 30 min, y luego ultracentrifugado a
120.000 x g durante 2 h para separar la fraccion de membranas. El pellet de
membranas fue lavado con Tris-HCl pH 7,5 20 mM, B-mercaptoetanol 10 mM, PMSF

0,5 mM, y resuspendido en la misma solucion.

4.13. Dosaje de proteinas

La concentracién de proteinas fue determinada mediante el método descripto
por Bradford utilizando como patrén una solucién de albimina sérica bovina (BSA) de

concentracion conocida [69].

4.14. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

Los extractos proteicos y las proteinas purificadas se analizaron mediante
electroforesis en geles de acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE),
utilizando la celda Mini-gel PROTEAN Il (BioRad®). La electroforesis se realizé
Unicamente con fines analiticos, en condiciones reductoras. Las muestras fueron
incubadas en solucién de siembra (glicerol 5%, SDS 2%, B-mercaptoetanol 0,1%, azul
de bromofenol 0,1 mg/ml) durante 3 min a 100 °C y posteriormente sembradas en el
gel. Se utilizd un sistema discontinuo que consiste en un gel de concentraciéon
(poliacrilamida 4,5% en Tris-HCI 0,126 M, pH 6,8, SDS 0,26% p/v) seguido por un gel de
separacion (poliacrilamida 12% en Tris-HCl 0,36 M, pH 8,8, SDS 0,26% p/v [68]. Para la
corrida electroforética, realizada a temperatura ambiente, se utilizd una solucién
amortiguadora de Tris 0,3% p/v, glicina 1,44% p/v y SDS 0,1% p/v y se aplicd una
corriente constante de 30 mA por gel. En todos los casos, la relacidén
acrilamida:bisacrilamida utilizada fue 30:1.

Luego de la electroforesis, para detectar proteinas totales los geles fueron fijados
en acido acético 10% v/v, teflidos con azul brillante de Coomassie R-250 durante 15
min y posteriormente desteflidos por ebullicidn en H,O destilada durante 10 min.

Como marcadores de peso molecular se utilizaron: lisozima (14,4 kDa), inhibidor de
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tripsina de soja (21,5 kDa), anhidrasa carbdnica (31 kDa), ovoalbumina (45 kDa),
albumina sérica bovina (66,2 kDa) y fosforilasa B (97,4 kDa).

4.15. Transferencia e inmunodeteccion de proteinas (Western blot)

Luego de la corrida por SDS-PAGE, se llevd a cabo la electrotransferencia de las
proteinas a membranas de nitrocelulosa. Para ello se utilizéd una celda Mini-Trans-Blot
transfer (BioRad®) y una solucién de transferencia compuesta por 15,6 mM Tris-HCI,
120 mM glicina, 20% v/v metanol, pH 8,8 [68]. Se aplicé una corriente de 300 mA, a 4
°C durante al menos 1 h.

Para inmunodetectar proteinas fusionadas a His se empled el protocolo sugerido
por el fabricante de los anticuerpos anti-His (QIAGEN®). Después de la transferencia,
las membranas se lavaron 2 veces durante 10 min en solucién TBS (10 mM Tris-HCI pH
7,5, 150 mM NaCl), y se incubaron durante 1 h con solucién bloqueante (3% p/v BSA
en TBS). Luego las membranas se lavaron durante 10 min, 2 veces mas con TBS-
Tween/Triton (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 500 mM NaCl, 0,05% v/v Tween 20, 0,2% v/v
Triton X-100), y 10 min mas con TBS. Posteriormente se agregd el anticuerpo anti-His
(dilucion 1:3000 preparada en solucion de bloqueo) y se incubd durante 1 h. A
continuacion, las membranas tratadas con anti-His fueron lavadas 2 veces durante 10
min con TBS-Tween/Triton y 10 min mas con TBS. Luego fueron incubadas durante 1 h
con el anticuerpo secundario (anti-IgG de ratén) conjugado con la enzima fosfatasa
alcalina (BioRad, dilucién 1:1500 preparada en solucidon de bloqueo) y a continuacién
lavadas 4 veces mas con TBS-Tween/Triton, durante 10 min cada una. Finalmente se
realizé un lavado con TBS y se revelé utilizando NBT y BCIP (Sigma Aldrich®), en

solucién 50 mM Tris-HCl pH 9, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl hasta desarrollo de color.

4.16. Ensayo de actividad catecol 2,3-dioxigenasa (CDO)

Para medir fusiones reporteras transcripcionales se utilizaron los genes xy/TE,
que codifican para la enzima catecol 2,3-dioxigenasa (XylE), y para una proteina tipo
ferredoxina que evita su inactivacion por oxidacion (XylT).

Las cepas que portan integradas las fusiones reporteras a xyITE se cultivaron en

distintos medios de cultivos y se tomaron muestras a diferentes tiempos,
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representativos de las distintas fases de crecimiento. Las muestras fueron
centrifugadas a 5.000 x g durante 5 min, lavadas con una solucién de 50 mM Tris-HCI
pH 8 fria y guardadas a -20°C para su procesamiento.

La actividad catecol 2,3-dioxigenasa se midid como se describe en Kieser et al.
[6]. Brevemente, cada una de las muestras guardadas fue resuspendida en solucién
amortiguadora fosfato 100 mM pH 7,5, EDTA 20 mM, acetona 10% v/v. La ruptura
celular se realizéd por sonicaciéon, 4 series de 10 s a 20% de amplitud con 30 s de
intervalo. Seguidamente, se agregd Tritdn X-100 en una concentracion final de 0,1%
v/v, y se incubaron los tubos en hielo durante 15 min. Luego de centrifugar por 10 min
a 5.000 x g a 4°C, se recuperd el sobrenadante y se determiné la concentracion de
proteinas totales por el método de Bradford. A continuacién, volumenes definidos se
agregaron a 500 pL de solucién de ensayo (solucién amortiguadora fosfato 10 mM pH
7,5, catecol 0,2 mM). Se midié el cambio en la absorbancia 375 nm (Absz7s,m). Cada
muestra se midid al menos por duplicado, verificando que el cambio de absorbancia
observado respondiera de manera proporcional al volumen de extracto agregado,
comprobando que el sustrato no fuera limitante de la reaccidén. La actividad se calculé
a partir de la pendiente de la regién lineal de la grafica Abss7s,m Vvs. tiempo (min) y se
refirid a la cantidad de proteina agregada mediante la siguiente férmula:

AAbS375m 5 1
tiempdgmin) ugprot

mUesp=30,03 x

4.17. Manipulacion de ADN

4.17.1. Extraccion de ADN gendmico de S. coelicolor

La extraccidn de ADN se realizé segun el protocolo descripto por Kieser et al. [6],
a partir de cultivos de 40 hs en medio TSB inoculado con 10’ esporas/mL. Brevemente,
se tomaron aproximadamente 250-500 pL de cultivo y se centrifugaron 5 min a 5.000 x
g. Luego de un lavado con H,0 destilada, las células se resuspendieron en 300 uL de
solucién de lisis (Tris-HClI 50 mM, EDTA 20 mM, 5 mg/mL lisozima, 0,1 mg/mL RNasa) y
se incubaron durante 30 min a 30 °C. Posteriormente, se agregaron 50 uL de SDS 10%
p/v y se mezcld vigorosamente. Luego se adicionaron 85 puL de NaCl 5 M y se vortexed
durante 15 s. A continuacién se agregaron 400 pL de fenol, se agitd vigorosamente
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durante 30 s y se centrifugd a 5.000 x g durante 10 min. El sobrenadante se transfirié a
otro tubo y se agregaron 400 pL de cloroformo. Nuevamente, se mezcld por agitacion,
se centrifugd y se tomé la fase acuosa. Para precipitar el ADN se agregaron 500 uL de
isopropanol, se mezcld por inversion y se dejo reposar 5 min a temperatura ambiente.
A continuacion se centrifugd 10 min a 5.000 x g y se descartd la solucidn, dejando el
ADN en el fondo del tubo. Luego se realizd un lavado con 1 mL de etanol 70% v/v, se
dejo secar el pellet de ADN a temperatura ambiente durante aproximadamente 1 h.

Finalmente el ADN fue resuspendido en 100 pL de H,O destilada.

4.17.2. Extraccion de ADN plasmidico de E. coli

Los plasmidos utilizados fueron preparados mediante el kit comercial Wizard®
Plus SV Minipreps DNA Purification (Promega®), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

4.17.3. Tratamiento con enzimas de restriccion, ADN ligasa y fosfatasa

alcalina

Las condiciones generales para los tratamientos de ADN con enzimas de
restriccion y fosfatasa alcalina, y las reacciones de ligacion con T4 ADN ligasa, fueron
realizadas mediante los métodos convencionales descriptos por Sambrock et al. [68] y

a partir de las recomendaciones de los proveedores de cada una de las enzimas.

4.17.4.Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

La secuencias gendmicas de S. coelicolor fueron obtenidas del sitio “StrepDB -
The Steptomyces Annotation Server” (strepdb.streptomyces.org.uk). Otras secuencias
fueron obtenidas de la base de datos “GenBank”
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). A partir de las mismas se realizo el disefio de
los oligonucleétidos necesarios para llevar a cabo las distintas reacciones de PCR. Se
disefiaron los oligonucledtidos de manera de que hibriden en los extremos de la regiéon
a amplificar e incluyan sitios de restriccidon para el subclonado posterior del fragmento

amplificado. Sus secuencias se detallan en la Tabla III.

-40 -



Materiales y métodos

Las reacciones de PCR de rutina consistieron en un volumen final de 25 pl,
conteniendo Buffer Tag ADN polimerasa 1X, MgCl, 2 mM, 20 pmoles de cada
oligonucleétido, 1 ul de ADN gendmico obtenido por el método anteriormente
descripto o 20 ng de ADN molde, 0,2 U de Tag ADN polimerasa y 0,025 mM de cada
uno de los dNTPs (dCTP, dATP, dGTP, dTTP). Se completd el volumen restante con agua
destilada. Para los casos en donde se necesité una alta fidelidad (por ejemplo,
amplificacién de genes para su posterior expresion), se utilizé la enzima Pfu ADN
polimerasa y el buffer correspondiente. Para la amplificacién de ADN de alto contenido
de GC fue necesaria la adicion de DMSO 1-10%.

Las reacciones de amplificacion respetaron el siguiente protocolo basico de
amplificacién, el cual se ajustd en cada caso particular seglin el tamano del fragmento
a amplificar y las secuencias de los cebadores. Después de una primera etapa de
desnaturalizacién del ADN gendmico a 94 °C durante 1 min, se programaron 30 ciclos
de amplificacion con los siguientes pardmetros: desnaturalizacion a 94 °C por 30 s,
hibridacién a 52-60 °C por 30 s, y elongaciéon a 72°C por 30-200 s. Para la extensién
final de los fragmentos amplificados, la reaccion fue continuada durante 5 min a 72°C,
y fue terminada a 15 °C. La temperatura de hibridacién se definié en base al par de
cebadores utilizado. Los tiempos de elongacién de la segunda etapa se calcularon en
base a la velocidad de sintesis promedio de las ADN Polimerasas utilizadas (Tag ADN
Polimerasa, 1.000 nt min™’; Pfu ADN Polimerasa, 500 nt min™). Se utilizé un equipo
MyCycler Thermal Cycler (BioRad®).

Tabla lll. Cebadores utilizados en este trabajo de tesis

Nombre Secuencia Referencia
RTfabH_up CAAGTTTCCTGCGATCACG Esta tesis
RTfabH_dn GGGATGAAGACGTCCAGGT Esta tesis
RTacp_up GCCGCCACTCAGGAAGAG Esta tesis
RTacp_dn CCAGGTCGTCGGTGAAGG Esta tesis
RT2fabD_up CGTACGTCTCCAACAAGGAC Esta tesis
RT2fabD_dn CTCCTTGAACGTCTCCATGC Esta tesis
RT2fabF_up TACGACGTGCTGAAGGAGA Esta tesis
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RT2fabF_dn
RThrdB_L
RThrdB_R
PfabD_up2
PfabD_dn
PfabDmut_up
PfabDmut_dn
fabD_dn
EZR1

EZL2
SCO1102_F
SCO1102_R
SCO1753_F
SCO1753_R
SCO6355_F
SCO6355_R
P1102_F
P1102_R
P1753_F
P1753_R
dgkA F
dgkA R
fadE_F
fadE_R

araBAD_F

araBAD _R

ara_check_F

GGATCATCTCGATGGCGTAG
CAAGGGCTACAAGTTCTCCA
GTTGATGACCTCGACCATGT
CTAGCGGCCGCGACGTGTGACTGAC
CGAGTTCTAGAACTCTCACACTCTC
CCTAGCCTCCCGCTCCTGTTCTTCGTCC
GAACAGGAGCGGGAGGCTAGGACCCTGC
CTGGGCCACGGACGTGTCTCGGATCTCG
ATGCGCTCCATCAAGAAGAG
TCCAGCTCGACCAGGATG
CCATATGCAGACGCCGCCGGTCGAC
TGGCCGAATTCTAGGGGGCGAAGGA

CGATCATATGCGTACCGAACGGAAG

CCCCGAATTCACCCGAACGACACC

GGGTCATATGAAGCGCGGCGATGTC
GTGAATTCCGGGGACGGTGTCGAAG
GCGGCCGCCGACGGTGCCTTGTGG
ACTAGTGGGGGCGAAGGATGCGACC
GCGGCCGCGGGGTCGCGCTCCTGGT
ACTAGTACCCGAACGACACCCCCTG
AGGATCTGCCGGAATAGACTTGCTT
AGCGCCTTCAGATGTTCTTCAGCC
CAAAAGCGAGAAGTACGGGCAGGTG
GCTTTCGATTGATGGTAAAACGGTG

CTCGATTTTGGCAGTGATTCTGTGCGAGCTTTG
GCGGTGGCTGTCAAACATGAGAATTAA

CCGTAATATGCCTTCGCGCCATGCTTACGCAGA
TAGTGTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

TAAACGAGTATCCCGGCAGCAGGGG

Materiales y métodos

Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis
[65]
[65]
Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis
[67]
[67]
Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
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ara_check _R  CGGGAATAAACGCCACGGACTCTTG Esta tesis
araA_wt_F AAGTGTATTACGGGTTTCGTCGCTA Esta tesis
atfA_F CATATGCGCCCATTACATCCGATTG Esta tesis
atfA_R ACTAGTCCTTTAGTTTTATCTGATA Esta tesis
fadD_F GCTAGCAAGAAGGTTTGGCTTAACC Esta tesis
fadD_R ACTAGTCTCAGGCTTTATTGTCCAC Esta tesis
gpsA_F CATATGAGCAAGCCGGTCAAGGCGG Esta tesis
gpsA_R ACTAGTGCGGGTTGCGCGGGGGGTC Esta tesis
fadR_F CATATGGTCATTAAGGCGCAAAGCC Esta tesis
fadR_R ACTAGTATGGGAAATCTGTAAAAAC Esta tesis
accB_F CATATGACCGTTTTGGATGAGGCGC Esta tesis
accB_R ACTAGTTCACTGCGGCGGGTTGCCG Esta tesis
accE_F CATATGTCCCCTGCCGACATCCGCG Esta tesis
accE_R ACTAGTTCAGCGCCAGCTGTGCGGG Esta tesis

Los sitios de restriccidon se muestran subrayados. En negrita se destacan las secuencias complementarias
al plasmido pKD13.

4.17.5. Secuenciaciéon de nucledtidos

Todos los fragmentos amplificados fueron clonados y posteriormente verificados
por secuenciacion de ADN. Las reacciones de secuenciacidn fueron realizadas por el
servicio “DNA Sequencing Facility” de la Universidad de Maine, Estados Unidos, sobre
una muestra de ADN plasmidico obtenida utilizando el kit comercial Wizard” Plus SV

Minipreps DNA Purification (Promega®).

4.17.6. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Para la electroforesis de ADN los geles de agarosa se realizaron de acuerdo a la
técnica descripta por Sambrock et al. [68]. La concentracidn de agarosa utilizada varid
entre 0,9 y 2% p/v, segun el tamafio de los fragmentos a separar. Los geles se
prepararon en soluciéon TAE (Tris-Acetato 40 mM pH 8, EDTA 1 mM) conteniendo
bromuro de etidio 0,3 pug ml™. La corrida electroforética se realizé en solucién TAE a un

voltaje constante de 90 V. Los fragmentos de ADN fueron visualizados mediante un
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transiluminador de luz UV. Como marcador de peso molecular se utilizé el bacteridfago

A digerido con BstEll.

4.17.7. Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

Se emplearon los kits comerciales QlAquick (QIAGEN®), y GFX PCR DNA and Gel
Band Purification (Amersham Biosciences®), siguiendo las instrucciones de los

respectivos fabricantes.

4.17.8. Determinacion de concentracion de ADN en solucién acuosa

Sobre una dilucién adecuada de la muestra de ADN, se midi6 el valor de
absorbancia a 260 nm. La concentracién de ADN en solucidon se determind empleando

la relaciéon Abs;eonm = 1 para 50 ug mL* de ADN doble hebra.

4.18. Mutagénesis sitio dirigida del promotor P;uup

Para la generacion de la version mutada del promotor Pgp se utilizé la técnica
de “Overlap extension PCR” [71]. Para ello, se realizaron dos amplificaciones
independientes del promotor Pspp utilizando por un lado el par de cebadores
PfabD_up2/PfabDmut_dn, y por otro PfabDmut_up/fabD_dn. Estas PCR generaron
fragmentos de 160 pb y 250 pb respectivamente. Los oligonucledtidos
PfabDmut_up/dn hibridan sobre la misma regién alrededor de la primera repeticion
invertida (IR) y portan las mutaciones que se fijardan en el producto final. Luego, los
productos de PCR fueron purificados por electroforesis en geles de agarosa y posterior
extraccién de ADN correspondiente, diluidos 1:10 y utilizados ambos como molde en
una siguiente reaccién de PCR. Para ello se disefidé una reaccion de amplificacion de 10
ciclos de desnaturalizacion, anillado y extensién de manera de hibridar las secuencias
solapantes de ambos fragmentos de PCR y extender los extremos 3'OH de cada uno,
generando un fragmento de ADN de 390 pb. A continuacién se adicionaron los
cebadores PfabD_up2/PfabD_dn y se sucedieron 30 ciclos de amplificacion para
generar un promotor de 223 pb con una de las secuencias IR mutada. Este fragmento

fue purificado, ligado en un vector pCR-TOPO-Blunt y verificado por secuenciacién.

4.19. Construccion de plasmidos
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El plasmido pSC3 que porta la fusién reportera transcripcional de Psppmut @ l0s
genes xyITE fue construido de la siguiente manera: el fragmento Pgppmu: fue digerido
con las enzimas Notl y Xbal, y los genes xylTE fueron extraidos como fragmentos
Xbal/BamHI del plasmido pBR130; ambos fragmentos fueron ligados en los sitios Notl
y BamHI del plasmido pRT802.

Los genes SC01102 (Ippa), SCO1753 (IppB) y SCO6355 (/ppy) fueron amplificados
por PCR utilizando los cebadores SCO1102_F/R, SCO1753_F/R y SCO6355 F/R,
clonados en el vector pCR-TOPO-Blunt y verificados por secuenciaciéon. Los mismos
fueron extraidos como fragmentos Ndel/EcoRI y clonados en los mismos sitios del
pldsmidos pET28a, generando los vectores pET28-Lppa, pET28-LppB y pET28-Lppy,
respectivamente.

Los plasmidos pBAD-Lppa, pBAD-LppB y pBAD-Lppy se generaron por digestion
Xbal/HindIll de los vectores pET28-Lppa, pET28-LppB y pET28-Lppy, y su posterior
ligacion en los sitios Xbal/Hindlll del vector pBAD33, respectivamente.

Para la expresion de estos genes en levaduras, los pldsmidos p425-Lppa, p425-
LppB v p425-Lppy se generaron por digestién Xbal/Hindlll de los vectores pET28-Lppa,
PET28-LppB y pET28-Lppy, y su posterior ligacidon en los sitios Spel/Hindlll del vector
p425-GPD, respectivamente.

Para la sobre-expresion de estos genes en S. coelicolor, los plasmidos p285-Lppa
y p285-LppP se generaron por digestién Xbal/Hindlll de los vectores pET28-Lppa y
PET28-LppB, y su posterior ligacion en los sitios Spel/HindIll del vector pTR285,
respectivamente.

Para complementar la cepa SC_1153, se generaron los plasmidos pRT802-Lppa y
pRT802-LppP. Para ello se amplificaron los genes SCO01102 y SCO1753 junto a sus
regiones promotoras utilizando los cebadores P1102_F/R y P1753 F/R. Estos
fragmentos fueron clonados en pCR-TOPO-Blunt, verificados por secuenciacién vy
clonados como insertos Notl/Spel en los mismos sitios del vector pRT802, generando
los plasmidos pRT802-Lppa y pRT802-Lppp, respectivamente.

El pldsmido pET28-0958-LppB fue generado por ligacion del fragmento
Xbal/HindIll de pET28-LppP en los sitios Spel/Hindlll del vector pTR257. El plasmido
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pBAD-0958-Lppp fue generado por ligacion del fragmento Xbal/Hindlll de pET28-0958-
LppPB en los sitios Xbal/Hindlll del vector pBAD33.

El gen atfA (GenBank: 2879218) fue amplificado por PCR de ADN gendmico de
Acinetobacter sp. ADP1 utilizando los cebadores atfA_F/R. Los genes fadD (GenBank:
8182496) y fadR (GenBank: 8181871) fueron amplificados por PCR desde ADN
gendmico de E. coli BL21 utilizando los cebadores fadD _F/R y fadR_F/R,
respectivamente. Los genes gpsA (SCO5559), accB (SCO5535) y accE (SCO5536) fueron
amplificados por PCR desde ADN gendmico de S. coelicolor utilizando los cebadores
gpsA_F/R, accB_F/R and accE_F/R, respectivamente. Los fragmentos resultantes de las
PCR fueron clonados en el vector pCR®-Bluntll-TOPO vy verificados por secuenciacién.
Las secuencias codificantes de AtfA, FadR, GpsA, AccB, AccE fueron clonadas en el
vector pET28a como fragmentos Ndel/EcoRl, generando los plasmidos pET28-AtfA,
pET28-FadR, pET28-GpsA, pET28-AccB and pET28-AccE, respectivamente. fadD fue
clonado como fragmento Nhel/EcoRl en el vector pET28a, generando el plasmido
pET28-FadD.

El vector de expresidon de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) de S. coelicolor fue
generado de la siguiente manera: primero, el gen accE fue clonado como fragmento
Xbal/HindlIll en los sitios Spel/Hindlll del plasmido pCCO1, generando el vector pET28-
AccA2-AccE; luego el gen accB fue clonado como fragmento Xbal/Hindlll en los sitios
Spel/Hindlll del plasmido pET28-AccA2-AccE, generando el vector pET28-AccA2-AccE-
AccB que porta las secuencias codificantes de las 3 subunidades del complejo ACC de S.
coelicolor.

Los vectores derivados del pET28a que contienen las secuencias codificantes de
FadD, AccA2-AccE-AccB, FadR, GpsA and SCO0958 fueron digeridos con las enzimas
Xbal/Hindlll y los fragmentos resultantes fueron clonados en los sitios Spel/Hindlll del
plasmido pTR257, generando los vectores pET28-0958-FadD, pET28-0958-ACC, pET28-
0958-FadR, pET28-0958-GpsA and pET28-0958-0958, respectivamente.

4.20. Ensayo de retardo en gel (EMSA)

En el ensayo de retardo en gel (EMSA, por electrophoretic mobility shift assay) se

evalud la capacidad de FasR de unirse al promotor Pg,p. Para ello se generaron sondas
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radiactivas de 223 pb mediante PCR utilizando los cebadores PfabD_up2/dn. Como
molde para estas amplificaciones se utilizaron tanto la secuencia Py,p nativa como la
Prapp mutada en IR (Psupmur) generada por mutagénesis dirigida de ADN. En estas
reacciones se utilizaron las condiciones estandar para taqg ADN polimerasa,
adicionando 10 uCi de [a->’P]-dATP (3.000 Ci/mmol, 10 mCi/mL, Perkin Elmer®) en la
mezcla de reaccién. Esto generd fragmentos de ADN marcados con 2P, que fueron
purificados y cuantificados por medio de un contador de centelleo liquido Wallac 1209
Rackbeta.

Las mezclas de unidn se realizaron en un volumen final 25 pl, conteniendo 50
mM Tris pH 7,4, 50 mM KCI, 5 mM MgCl, 2 mM DTT, 1 mM PMSF, 0,1% v/v Nonidet-
P40 y 10% p/v Glicerol, 3.000 cpm de sonda de ADN radiactiva y cantidades variables
(0-200 ng) de His-FasR. La incubacion en estas condiciones fue de 20 min a 25 °C.

Los geles fueron preparados con una solucién filtrada de acrilamida-bisacrilamida
en relacion 30:1, a una concentracion de 6% p/v de poliacrilamida y 5% v/v glicerol
(condiciones no desnaturalizantes), en TBE 0,5X pH 8 (Tris base 44,5 mM, Acido Bérico
44,5 mM, EDTA 1 mM). Se realizdé una pre-corrida durante 2 h a 180 V con el fin de
homogeneizar la temperatura del sistema. Las muestras fueron luego sembradas y la
electroforesis se realizé a 4°C en TBE 0,5X pH 8, aplicando una diferencia de potencial
constante de 180 V. Luego de la corrida electroforética los geles se secaron al vacio en
Gel Dryer MODEL 583 (BioRad®) durante 50 min a 80 °C, y fueron revelados por

autorradiografia utilizando un equipo Storm 840 (Amersham Biosciences®).

4.21. Ensayos de proteccion frente a DNasa |

Para estos ensayos se utilizo como sonda la regidon del promotor Pgup,
amplificada por PCR utilizando los oligonucleétidos PfabD_up2/PfabD_dn. El cebador
PfabD_up2 fue marcado radiactivamente en su extremo 5’ mediante la incubacion a 37
°C durante 1 h en presencia de 3 ul [y-32P]-dATP (3.000 Ci/mmol, 10 mCi/mL,
PerkinElmer), la enzima T4 polinucledtido quinasa y el buffer suministrado por el
fabricante (Promega®) en un volumen final de 20 pl.

Se incubd la sonda Pgpp marcada radiactivamente (5.000 cpm) con diferentes

cantidades de proteina FasR purificada, durante 20 min a temperatura ambiente en un
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volumen final de 200 uL de la solucion de unidn utilizada en los ensayos de EMSA.
Luego, los fragmentos de ADN se digirieron parcialmente con DNasa | (Promega®)
durante 4 min a temperatura ambiente y la reaccidn se detuvo con el agregado 510 plL
de una solucion de 20 mM EDTA pH 8,0, 200 mM NaCl, 100 pug/mL ARN de levaduras
(Ambion®) y 750 ul de fenol:cloroformo (1:1). La precipitacién del ADN se llevé a cabo
adicionando 1 mL de etanol 100%, el pellet se lavd con etanol 70% v/v y se
resuspendié en 5 pl de una mezcla formamida-colorante de siembra. Luego las
muestras fueron calentadas hasta desnaturalizacion (2 min a 94 °C) e inmediatamente
colocadas en hielo. Los productos de digestion se resolvieron por electroforesis en un
gel de poliacrilamida desnaturalizante al 6% p/v (poliacrilamida:bisacrilamida 38:2,
48% (P/V) urea, TBE 1X). Reacciones de secuenciacidén apropiadas se sembraron junto
a las reacciones de digestidn y se utilizaron como marcador para la identificacion de las
secuencias protegidas. Los resultados se visualizaron y digitalizaron utilizando un

equipo Storm 840 (Amersham Biosciences®).

4.22. Construccion de mutantes insercionales en S. coelicolor

Para la construccion de mutantes en S. coelicolor se utilizd una biblioteca de
césmidos mutantes por transposicion construida por el grupo del Dr. Dyson en la
Universidad de Swansea, Gales [67]. Esta biblioteca fue generada in vitro utilizando el
transposén Tn5062 y los césmidos construidos originalmente en el proyecto de
secuenciacion del genoma de S. coelicolor [67]. Cada uno de los césmidos mutantes
gue constituyen esta biblioteca posee la inactivacién por transposicién de un Unico gen
de S. coelicolor (Figura 6). Cada una de las inserciones del Tn5062 fue primero aislada
en E. coli y luego mapeada mediante secuenciaciéon del ADN. El Tn5062 posee un
marcador de resistencia a apramicina (Am) y un origen de transferencia, oriT (RK2),
gue permite la movilizacion del césmido dentro de S. coelicolor por medio de
conjugacién intergenérica con E. coli. De esta manera, utilizando los césmidos
6A05.2.b04, 25CI34.1.D02 y SC3A7.1.D12, por medio de experimentos de conjugacion
entre E. coli-S. coelicolor, se obtuvieron cepas mutantes en Ippa (SC01102), IppB8
(SC0O1753) y Ippy (SCO6355). Brevemente, cada cosmido fue introducido en la cepa

M145 por conjugacién, seleccionando las exconjuntes resistentes a Am en placas de
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SM. A continuacion se evalud la resistencia a kanamicina (Km) para cada de estas
exconjugantes. El fenotipo Km®> Am® indica el reemplazo de la copia salvaje del genoma
por el alelo mutante presente en el césmido a través de doble evento de
recombinacién (Figura 6). La confirmacion del genotipo de las cepas mutantes se
realiz6 mediante PCR a partir de ADN gendmico de cada cepa mutante obtenida. Se
utilizaron los pares de cebadores correspondientes a cada gen junto con
oligonucleétidos EZR1 y EZL2, que hibridan dentro del transposén Tn5062 en
direcciones opuestas y hacia afuera del mismo [67]. Se evaludé la ausencia de
amplificacién del gen de interés por medio de los oligonucleétidos especificos para
cada uno, y la generacidén de amplicones entre los cebadores especificos y EZR1/EZL2,
correspondientes a las inserciones del Tn5062 en dicho gen, como se detalla en el
Figura 6.

Para la generacién de mutantes dobles fue necesario obtener cdésmidos

mutantes con el marcador de resistencia a higromicina, de manera de que puedan ser

Figura 6. Esquema del procedimiento de construccion de mutantes en S. coelicolor. El
alelo salvaje es reemplazado por una copia mutada presente en el cdsmido suicida a través
de un doble evento de recombinacidn. La confirmacion del genotipo se realiza por medio
de PCR, verificando la amplificacién de los productos de tamafio esperado a y b. El
fragmento c generalmente no puede observarse debido que el Tn5062 tiene un tamafio
mayor a 4 Kb. Se corrobora ademias que el par de cebadores F/R no amplifique el
fragmento correspondiente al alelo salvaje

Cosmido -
Km
K_—H > >

Genoma\ /
— K__H > > > P

Genoma Cebac’or_F: EZR1 ,
— K _H | . = —

; VEZL2 “Cebador_R
a b
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utilizados en cepas que ya posean una insercién por Tn5062 y sean resistentes a Am.
Para ello se transformé la cepa de E. coli DH50/pKD46, que expresa el sistema de
recombinacién del fago A Red, con el césmido Km® Am® [61]. Luego se digiri6 el
pldsmido pQM5066 con la enzima Pvull, liberando un fragmento que contiene el
Tn5066 Hyg®, con el que se transformaron células electrocompetentes de la cepa
conteniendo el cosmido Km® Am®, seleccionandose luego las transformantes Km® Hng.
Al diferir sélo en el marcador de resistencia, la recombinasa Red es capaz de
intercambiar el Tn5062 presente en el césmido, por el Tn5066 a través de 2 eventos de
recombinacion homodloga. De esta manera se obtuvieron los césmidos 6A05.2.b04-

Hyg, 25CI34.1.D02-Hyg y SC3A7.1.D12-Hyg.

4.23. Generacion de mutantes por deleciéon en E. coli

La deleciéon de los genes dgkA y fadE se llevd a cabo por transduccién
generalizada de cepas de la coleccidén Keio que portan dichos genes reemplazados por
un marcador de resistencia a Km, flanqueado por secuencias de reconocimiento para
la recombinasa sitio-especifica FLP (FRT, por flippase recognition target) [55].
Brevemente, se realizaron lisados con fago P1 utilizando a las cepas dadoras como se
describié previamente. La cepa BL21 fue transducida con un lisado de la cepa JW4002,
que porta el alelo AdgkA::Km y se seleccionaron las transductantes Km®. El reemplazo
alélico fue verificado por PCR utilizando los cebadores dgkA_F/R, generando la cepa
MPS10. El marcador Km" fue luego removido por accién de la FLP recombinasa [61].
Para ello, la cepa MPS10 fue transformada con el plasmido pCP20 y, como su origen de
replicacion es termosensible, cultivada a 30 °C hasta aparicidon de colonias. El vector
pCP20 posee la recombinasa FLP bajo el control de un promotor inducible por
temperatura [62]. Entonces, una colonia fue estriada en placas de LB no selectivas, e
incubadas por 16 hs a 42 °C, con el fin de inducir a la recombinasa y curar el plasmido
termosensible. Luego, se verificd la delecidn por la pérdida de la resistencia a Km y por
PCR utilizando los cebadores dgkA_F/R, dando lugar a la cepa MPS11. Para la delecién
de fadE, la cepa MPS11 fue transducida con un lisado de JW5060, seleccionandose las
transductantes resistentes a kanamicina. La delecidn se verificd por PCR utilizando los

cebadores fadE_F/R y por la pérdida de la capacidad de crecer en medio minimo M9
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con oleato como Unica fuente de carbono, dando lugar a la cepa MPS12. La remocién
del marcador de Km se realizdé como fue descripto previamente, verificando el
genotipo por la pérdida de la resistencia a Km y de la capacidad de crecer con oleato
como unica fuente de carbono, y por PCR con los cebadores fadE_F/R. Esto dio lugar a
la cepa MPS13.

La delecion de los genes araBAD en E. coli se generd por medio de la técnica
“Inactivacion de genes cromosomales en un paso” descripta por Datsenko y Wanner
[61]. Para ello, se amplificé el marcador de resistencia a Km del plasmido pkKD13
utilizando los cebadores araBAD_F/R, cuyos extremos 5 presentan 40 pb de
homologia a las secuencias flanqueantes de la regién a delecionar (Tabla Ill). El
fragmento correspondiente fue purificado y utilizado para electroporar a la cepa de E.
coli MPS13 (AdgkA AfadE) transformada con el plasmido pKD46, en la cual se
encuentra inducida la recombinasa Red. Esta recombinasa cataliza el doble evento de
recombinacién entre las regiones de homologia, reemplazando el operdn salvaje por el
marcador Km®. La delecién fue verificada por PCR utilizando los pares de cebadores
ara_check_F/R y araA_wt_F/ara_check_R; y por la pérdida de la capacidad de crecer

en medio minimo M9 con L-Arabinosa como Unica fuente de carbono.

4.24. Manipulacion de ARN

4.24.1. Extraccion de ARN

Un volumen de 3 ml de un cultivo en fase exponencial o estacionaria de
crecimiento se centrifugd a 4.000 x g durante 10 min para bajar las células. Luego de
descartar el sobrenadante, las mismas se resuspendieron en 100 uL de solucién de lisis
del kit SV total RNA isolation system (Promega®). A partir de este momento se trabajé
en hielo. Todos los materiales utilizados fueron autoclavados 2 veces para disminuir la
contaminacién por RNasa.

Las células resuspendidas se lisaron mediante 5 pulsos de sonicacién de 10 s a
25% de potencia con intervalos de enfriamiento de 30 s. El lisado se centrifugd a

12.000 x g durante 20 min y el sobrenadante se pasd a un tubo nuevo.
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A partir de este punto se continla el protocolo de extraccién proporcionado por
el fabricante, que incluye una unién de acidos nucleicos a una columna de afinidad,
sucesivos lavados, digestion de ADN en columna, un lavado adicional y elucion.

La cuantificacion de las muestras de ARN se llevo a cabo a midiendo la Absy60nm,
teniendo en cuenta que un valor de 1 corresponde a una concentracién de ARN de 40
pg/ml. La pureza de las muestras fue analizada determinando la relacion
Abs60nm/AbS;80nm.

La integridad y concentracién del ARN fue examinada mediante electroforesis en
geles de agarosa 2% p/v de la misma manera que para ADN. Las bandas
correspondientes a los ARN ribosomales se visualizaron por fluorescencia en un

transiluminador de luz ultravioleta.

4.24.2.Sintesis de cADN

La sintesis del cADN se realizé incubando 2 pg de ARN total con la enzima
transcriptasa reversa Superscript lll (Promega®) de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. Se utilizaron 0,5 pg de hexanucledtidos (dN6) al azar como cebadores de la

reaccion.

4.25. Amplificacién por PCR en tiempo real (RT-PCR)

La RT-PCR fue realizada en el equipo Mastercycler® ep realplex (Eppendorf®). Las
reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pl, el cual contenia buffer de
reaccion comercial (Life Technologies®) 1 X, MgCl, 3 mM, mezcla equimolar de dNTPs
200 puM, SYBR Green 0,5 X, ambos cebadores 0,5 uM, 0,8 U de enzima Platinum” Taq
DNA polimerasa (Life Technologies®) y 1 ul de cADN molde. Las mezclas de reaccién
fueron sometidas, luego de una desnaturalizacidn inicial de 2 min a 95 °C, a 40 ciclos
de desnaturalizacion (durante 15 s a 95 °C), anillado (15 s a 58 °C) y polimerizacion (20
s a 68 °C). Después del ultimo ciclo se realizé una etapa de polimerizacion de 2 min a
72 °C. Los valores de corte (Ct) fueron determinados en funcién del umbral
determinado por defecto por el equipo, éste se define como el punto al cual la
fluorescencia sobrepasa considerablemente la fluorescencia de base. Para Ia

cuantificacién relativa se utilizdo el método de Pfaffl, calculandose las eficiencias como
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alli se indica [72]. Para ello se utilizd como molde ADN gendmico de S. coelicolor M145
en el rango 0,5-30 ng/ul para todos los pares de cebadores.

La expresion de cada gen analizado se normalizéd con la expresion del gen de
referencia hrdB. Los pares de cebadores utilizados en este ensayo fueron RThrdB_L/R,
RT2fabD_up/dn, RTfabH_up/dn, RTacp_up/dn, RT2fabF_up/dn, para los genes hrdB,

fabD, fabH, acpP y fabF, respectivamente.

4.26. Andlisis de lipidos por cromatografia en capa delgada (TLC)

La extraccion de lipidos totales de S. coelicolor se realizé a partir de células
liofilizadas (2 mg) tratadas con cloroformo:metanol 2:1 [73]. Para E. coli, las células se
colectaron por centrifugaciéon y los lipidos se extrajeron utilizando el método de Bligh 'y
Dyer [74]. Los extractos se secaron y se analizaron por cromatografia de capa delgada
(TLC) en placas de silica gel 60 F254 (0,2 mm Merck®). Para el analisis de DAG se utilizé
un solvente de corrida compuesto por hexano:dietil éter:acido acético 70:30:1,
mientras que para el analisis de TAG se utilizd una proporcion de 80:20:1. Las
fracciones lipidicas fueron visualizadas por tincién con Cu-fosférico o bien, en caso de
estar marcadas radiactivamente, por autorradiografia en equipo Storm 840
(Amersham Biosciences®).

Para los analisis densitométricos, las imagenes fueron digitalizadas y analizadas a

través del programa Image) v1.48.

4.27. Determinacion de actividad PAP

Para determinar la actividad fosfatidato fosfatasa se utilizé dipalmitoil-
fosfatidato (DPPA, Avanti Polar Lipids®) como sustrato, y el dipalmitoil-DAG generado
fue medido por medio de espectrometria de masa en tandem (LC-MS/MS). Los
ensayos de actividad PAP se desarrollaron en 100 pL de una soluciéon conteniendo 25
mM Tris-HCl pH7,5, 2,5 mM Triton X-100 y 0,25 mM DPPA. La reaccion se inicié con el
agregado de las fracciones de membrana, se desarrollé a 30 °C y se finalizdé por la
adicién de 375 uL de metanol:cloroformo (2:1). La extraccidn lipidica se realizo por la
subsecuente adicién de 125 plL de cloroformo y 125 uL de agua destilada. La fase

organica fue tomada, secada y resuspendida en 50 pL de cloroformo:metanol (1:4). 5
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pL de estos extractos fueron inyectados y separados en una columna cromatografica
ZORBAX Eclipse XDB-C8 (3,0 x 50 mm, didmetro de particula = 1,8 um; Agilent®, USA)
utilizando un sistema de solventes binario de metanol y agua, ambos suplementados
con acetato de amonio 5 mM. El eluato de la cromatografia fue analizado por
espectrometria de masa utilizando un equipo micrOTOF® (Bruker Daltonik®, Bremen,
Germany) operando en modo positivo y adquiriendo datos en el rango de m/z de 300-
1500. El producto de la reaccion dipalmitoil-DAG fue detectado como la transicion
[M+NH,4]" = [M-ROH]" (m/z 586,5 = m/z 313,3). La curva de calibracién fue realizada
con dipalmitoil-DAG (Avanti Polar Lipids®), en las mismas condiciones que la reaccién
de actividad PAP.

Una unidad de actividad enzimatica PAP fue definida como la cantidad de enzima
que cataliza la formaciéon de 1 nmol de producto/min. La actividad especifica fue

definida como unidades/mg de proteina.

4.28. Cuantificacion de TAG a través de espectrometria de masa

Para la cuantificacion de TAG en E. coli, se extrajeron los lipidos totales de las
células contenidas en 1 mL DOggonm = 3 (0,9 mg de peso seco), suplementadas con 10
pg de cetil palmitato utilizado como control interno. Los extractos lipidicos totales
fueron solubilizados en 500 ulL de cloroformo, 50 pL de los cuales fueron tomados y
diluidos en un volumen igual de metanol. 5 uL de estos extractos diluidos en
cloroformo:metanol (1:1) fueron inyectados y separados en una columna
cromatografica ZORBAX Eclipse XDB-C8 (3,0 x 50 mm, diametro de particula = 1,8 um;
Agilent®, USA) utilizando metanol suplementado con acetato de amonio 5 mM como
fase mavil. El eluato de la cromatografia fue analizado por espectrometria de masa
utilizando un equipo micrOTOF® (Bruker Daltonik®, Bremen, Germany) operando en
modo positivo y adquiriendo datos en el rango de m/z de 300-1500. La curva de
calibracion fue realizada con tripalmitina (Avanti Polar Lipids®) suplementada con cetil
palmitato como control interno. Los iones detectados fueron asociados a especies de
TAG como se indica en la Tabla IV.

Tabla IV. lones correspondientes a [M+NH,4]" asociados a las diferentes especies

de TAG detectados por espectrometria de masa.
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Férmula [M+NH,4]" Peso Composicién de Tiempo de
quimica (m/z) molecular acidos grasos retencion (min)
C53H9806 848,77 831,34 16:0/16:1/18:1 12,6
C55H10206 876,80 859,39 16:0/18:1/18:1 16,4
C51H9606 822,75 805,30 16:0/16:0/16:1 11,8
C53H10006 850,79 833,36 16:0/16:0/18:1 15,3
C55H10006 874,79 857,38 16:1/18:1/18:1 13,6
C51H9406 820,74 803,29 16:0/16:1/16:1 9,9
C57H10406 902,82 885,43 18:1/18:1/18:1 17,6
C49H9206 794,72 777,25 16:0/16:1/14:0 9,2
C53H9606 846,75 829,33 16:1/16:1/18:1 10,5
C57H10606 904,83 887,45 18:1/18:1/18:0 12,7
C51H9806 824,77 807,32 16:0/16:0/16:0 14,5
C55H10406 878,82 861,41 16:0/18:1/18:0 15,2
C49H9006 792,71 775,24 16:1/16:1/14:0 7,8
C49H9406 796,74 779,27 16:0/16:0/14:0 11,0
C47H8806 766,69 749,20 16:0/16:1/12:0 7,3
C51H9206 818,72 801,27 16:1/16:1/16:1 8,4
C47H9006 768,71 751,22 16:0/16:0/12:0 8,6
C47H8606 764,68 747,18 16:1/16:1/12:0 6,2
C45H8406 738,66 721,15 16:1/14:0/12:0 58
C45H8606 740,68 723,16 14:0/14:0/14:0 6,8

4.29. Cultivos de E. coli en batch alimentado

Los cultivos de E. coli en batch alimentado fueron llevados a cabo en un
biorreactor BioFLO 110 de 2 L de capacidad (New Brunswick Scientific®) conteniendo
0,9 L de medio minimo mineral descripto anteriormente. Luego de su esterilizacién, se
adicionaron los antibioticos Km y Cm, 20 g de glucosa, 0,5 g MgS0,4.7H,0 and 1,5 mL de
solucién de elementos traza. La temperatura, pH y oxigeno disuelto fue monitoreado
constantemente usando sondas especificas (Mettler-Toledo®). La temperatura fue

mantenida a 37 o 23 °C dependiendo de la fase del cultivo, utilizando una camisa
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calefactora o agua de refrigeracion a 10 °C. El pH fue mantenido a 7,0 + 0,1 mediante
la adicidn de 15% v/v NH4OH. Cuando la concentracién de amonio superd los 200 mM
en cultivo, la solucién de 15% v/v NH,OH fue reemplazada por 5M NaOH. La agitacion
fue fijada a 700 rpm, y como fuente de oxigeno se alterné entre aire comprimido u
oxigeno puro a fin de mantener el nivel de saturacion de oxigeno por encima del 40%.
La formacion de espuma fue controlada por la adicién periddica de Antifoam A (Sigma
Aldrich®). La concentracion de glucosa y amonio en sobrenadante fue medida a través
de kits enzimdticos (Wiener Lab®, cédigos 1400101 y 1810050, respectivamente). La
inoculacién fue llevada a cabo a 37 °C con 100 mL de cultivo de la cepa MPS13/pET28-
0958-ACC/pBAD-LppB a una DOgyonm=2. Cuando la glucosa del medio de cultivo fue
depletada -a aproximadamente 12 h de cultivo, DOgonm=20- se comenzd con la
alimentacion continua de la fuente de carbono a un flujo de 0,2 mL/min. Cuando el
cultivo alcanzé DOggonm=60, la temperatura fue disminuida a 23 °C, el flujo de
alimentacion de fuente de carbono fue cambiado a 0,1 mL/min y la produccién de
proteinas heterdlogas fue inducida por el agregado de IPTG 1 mM y L-Arabinosa 0,1%
p/v. El cultivo fue mantenido en estas condiciones hasta las 68,5 h aprox., momento en
el cual el consumo de glucosa disminuye marcadamente. Se colectaron y guardaron

muestras periédicamente para ser luego analizadas en cuanto al contenido de TAG.

4.30. Métodos bioinformaticos

Los alineamientos de secuencias fueron realizados a través del programa
ClustalW [75]. La busqueda de homologia de secuencias se realizd utilizando las
herramientas BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) y “FASTA”
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/) [76, 77]. La prediccion de topologia de
membrana se realizd utilizando el algoritmo MEMSAT-SVM dentro del sitio Psipred
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) [78]. Los anadlisis de dominios conservados se
realizaron a través de las herramientas “Conserved Domain Database”
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) y “Pfam”
(http://pfam.sanger.ac.uk/).

Para la construccion del arbol filogenético las secuencias proteicas de las

diferentes PAPs fueron alineadas en el programa SeaView por medio del algoritmo
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MUSCLE [79]. A continuacion fueron curadas fijando los sitios activos como sitios no
variables (sitios donde evolutivamente no se acumulan mutaciones), eliminando los
gaps y dejando las posiciones variables que tienen injerencia como crondémetros
evolutivos. El arbol filogenético fue construido a partir de las secuencias nucleotidicas
gue corresponden a las secuencias curadas anteriormente, calculando 100 replicados
iterativos.

Para el disefio de cebadores de RT-PCR se utilizé la herramienta Primer3Plus [80].
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5. Objetivos

Como objetivo general de este trabajo de tesis nos propusimos identificar y
caracterizar los mecanismos genéticos y bioquimicos que regulan la sintesis de acidos
grasos y lipidos de reserva en Streptomyces coelicolor, e identificar las sefales
metabdlicas que mantienen la homeostasis lipidica, coordinando la sintesis de acidos
grasos con la sintesis de fosfolipidos de membrana, de TAG y de compuestos
policétidos. Con la informacién obtenida a partir de estos estudios bdsicos el segundo
objetivo general fue reconstituir la via de sintesis de TAG en la bacteria no oleaginosa
E. coli, como prueba de concepto acerca de la funcionalidad de los genes
caracterizados en la via de sintesis de triglicéridos en S. coelicolor. Por ultimo se analizo
la viabilidad de E. coli como futura plataforma de biosintesis de lipidos neutros aptos

para la producciéon de biocombustibles.
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6. CAPITULO |

Caracterizacion de FasR, un activador transcripcional de la sintesis de

acidos grasos en S. coelicolor

6.1. Introduccidn: Regulacion de la sintesis de acidos grasos en bacterias

Los acidos grasos presentes en los fosfolipidos determinan en gran parte las
propiedades fisicas de la membrana celular, como el espesor, la permeabilidad y la
fluidez de la misma [81]. Estas caracteristicas de la bicapa lipidica influyen
directamente en las funciones asociadas a la misma, como ser la difusion pasiva de
moléculas hidrofdbicas, el transporte activo de solutos en general y las interacciones
de las proteinas embebidas en la membrana citoplasmatica [81]. Es por esto que las
bacterias para subsistir deben ser capaces de alterar la composicién de los fosfolipidos
ante cambios en las condiciones ambientales, con el fin de garantizar la fluidez éptima
de la membrana [26, 28, 35]. Ademas de ser componentes esenciales de estas
estructuras, los acidos grasos son una importante fuente de energia metabdlica y
moléculas efectoras que regulan el metabolismo celular [82, 83]. La biosintesis de
estos compuestos es uno de los procesos mas costosos para la célula desde el punto
de vista energético, y por lo tanto su sintesis esta regulada en forma estricta de
manera de coordinarla con el crecimiento celular y con la disponibilidad de &acidos
grasos exoégenos [81, 83-85].

Debido al rol esencial que tienen los acidos grasos, las bacterias han desarrollado
diversos mecanismos que le permiten controlar finamente el proceso de biosintesis de
los mismos, de manera de poder mantener una membrana estable y funcional [28, 81].
Esta regulacion puede ejercerse a nivel bioquimico como se ha descripto en E. coli,
donde la enzima acetil-CoA carboxilasa es inhibida por acil-ACPs de entre 6 y 20
unidades de carbono y, de forma similar, las enzimas FabH y Fabl son inhibidas por
acil-ACPs de cadena larga [85-88]. De esta manera, la célula ajusta de manera rdpida la
tasa de sintesis de acidos grasos de acuerdo a la disponibilidad de intermediarios y

productos de la via a través de un mecanismo de retroalimentacién negativa.
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La regulacion a nivel transcripcional complementa el esquema regulatorio de la
sintesis de acidos grasos utilizando reguladores transcripcionales capaces de sensar los
niveles de sustratos, intermediarios o productos de la via y ajustar de manera acorde la

expresion de los genes de esta ruta metabodlica (Figura 7). Los reguladores

Figura 7. Regulacién transcripcional de la sintesis de acidos grasos en bacterias. A. En
ausencia de acil-CoAs de cadena larga, FadR de E. coli activa la expresion de los genes fabA
y fabB, y reprime a los genes del regulén fad. B. FabR de E. coli es capaz de reprimir la
transcripcién de los genes fadA y fadB en presencia de acil-CoAs insaturados. Los acil-CoAs
saturados son antagonistas de esta interaccién. C. En B. subtilis FapR reprime a los genes
del reguldn fap ante un incremento en los niveles de malonil-CoA. D. FabT de S.
pneumoniae reprime la expresidon de los genes del operdn fab en ausencia de acil-ACPs de
cadena larga. E. DesT es capaz de sensar la composicion de los acil-CoA en P. ageruginosa,
reprimiendo la expresién de los genes fadAB y desCB ante un incremento en la abundancia
de acil-CoA insaturados. F. FasR de M. tuberculosis es capaz de activar la expresion del
operdn fas-acpS en ausencia de acil-CoAs de cadena larga. G. MabR, en cambio, regula la
expresion del operdn fab en M. tuberculosis, siendo los acil-CoA/ACP de cadena larga los
ligandos que aumentan su afinidad por el ADN.
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caracterizados con mayor detalle son FadR y FabR de E. coli. FadR es un factor
transcripcional que cumple un rol dual en el metabolismo de acidos grasos. El mismo
es capaz de reprimir la expresién de los genes involucrados en la degradacién de
acidos grasos -transporte, activacion y B-oxidacién- y de activar la transcripcién de los
genes fabA, fabB y fabHDG [84, 89, 90]. En presencia de acil-CoAs de cadena larga
(C12-C18), FadR disminuye su afinidad por sus secuencias de ADN operadoras,
permitiendo la expresion de los genes involucrados en la degradacion de acidos grasos
y disminuyendo la expresion de los genes biosintéticos fabA, fabB y fabHDG [84, 89,
90] (Figura 7.A). De esta manera, FadR permite optimizar el metabolismo en respuesta
a la disponibilidad de acidos grasos exdgenos. Por otro lado, FabR es un regulador que
controla la proporcidon de 4acidos grasos saturados e insaturados a través de la
represién transcripcional de los genes fabA y fabB involucrados en la sintesis de acidos
grasos insaturados (Figura 7.B). Se ha demostrado in vitro que la afinidad de FabR por
el ADN aumenta en presencia de acil-ACPs y acil-CoA insaturados, ajustando entonces
la expresidn de sus genes blanco de acuerdo a la concentracion de estos metabolitos
[83]. Sin embargo, experimentos realizados posteriormente indican que serian los acil-
CoA insaturados, y no los tioésteres de ACP, los efectores in vivo de este regulador
[91]. De esta manera, FabR estaria sensando la composicién de acil-CoA intracelular y
ajustaria, en forma concertada con FadR, la composicién de los mismos.

En Pseudomonas aeruginosa, DesT es un factor transcripcional que regula la
expresion de los operones fadAB y desCB, implicados en la biosintesis de acidos grasos
insaturados [81, 92]. desCB codifica para una acil-CoA A9-desaturasa, que cataliza la
formacién de un insaturacién cis en la posicién 9 de un acil-CoA saturado de 16 o 18
atomos de carbono, mientras que los genes fadA y fadB estarian involucrados en su
sintesis de novo, en forma analoga a lo que ocurre en E. coli [81]. La presencia de acil-
CoAs insaturados estabilizan la unién de DesT con sus secuencias operadoras,
reprimiendo la expresién de los genes blanco (Figura 7.E) [93]. Por el contrario, los acil-
CoAs saturados, promueven la disociacion del complejo DesT:ADN y permiten Ia
expresion de los genes involucrados en la sintesis de acidos grasos insaturados (Figura

7.E) [93]. De esta manera, DesT ajusta los niveles de biosintesis de acidos grasos
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insaturados de acuerdo a la composicion de los acidos grasos exdgenos que son
internalizados como sus respectivos tioésteres de CoA [92, 93].

En Streptococcus pneumoniae los genes que codifican para las enzimas del
sistema FAS Il se encuentran agrupados en el genoma, junto con las subunidades de la
acetil-CoA carboxilasa y el regulador transcripcional FabT, formando el cluster de
genes fab (Figura 7.D) [29, 31]. Esta proteina actia como represor de todos estos
genes excepto del gen que codifica para FabM, una trans-2-enoil-ACP isomerasa
esencial para la biosintesis de acidos grasos insaturados [29]. Los acil-ACP de cadena
larga, tanto saturados como insaturados, son capaces de aumentar la afinidad de FabT
por el ADN y de esta manera regulan la expresion del cluster fab de acuerdo a la
disponibilidad de los productos de la via (Figura 7.D) [94]. Recientemente se ha
identificado un regulador homodlogo en Lactococcus lactis, denominado también FabT,
que es capaz de reprimir la expresion del cluster fab y de los genes fabZ1 y fabl. Sin
embargo no se han caracterizado aun las moléculas efectoras del mismo [95].

En B. subtilis, el paradigma de regulacién es completamente diferente a los
anteriores. En este organismo, FapR actia como un represor global de la sintesis de
acidos grasos y fosfolipidos, y su unién al ADN estd modulada por malonil-CoA, un
sustrato clave en la sintesis de acidos grasos (Figura 7.C) [82, 96, 97]. El malonil-CoA se
une directa y especificamente al dimero FapR, provocando un cambio conformacional
gue disminuye la afinidad del mismo por sus secuencias operadoras (Figura 7.C) [82,
96]. En este sentido, se ha hipotetizado que podria existir una regulacion bioguimica
de la enzima ACC en forma andloga a lo que ocurre en E. coli [97]. Asi, un exceso de
acil-ACPs seria capaz de inhibir a la actividad ACC, disminuyendo los niveles de malonil-
CoA y entonces permitiendo que FapR reprima la expresién de sus promotores blanco
[97].

Al momento de iniciado este trabajo de tesis, no se habia caracterizado ningln
regulador de la sintesis de acidos grasos en actinomicetes. En el afio 2010 se publico la
identificacion de FasR, un factor transcripcional de la sintesis de acidos grasos en
Corynebacterium glutamicum [98]. El mismo es capaz de reprimir la expresién de los
genes fasA y fasB, que codifican para una sintasa de acidos grasos tipo |, y de accBCy

accD1, que codifican para las subunidades a y B de la acetil-CoA carboxilasa esencial en
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este organismo [98]. Sin embargo, el ligando que modula su accién es desconocido, y
no existe un modelo claro de regulacién de sintesis de dcidos grasos en este organismo
[39, 98]. En los ultimos afios, sin embargo, se ha logrado un importante avance en el
entendimiento de la regulaciéon de la sintesis de acidos grasos en micobacterias. Este
género bacteriano presenta la particularidad de poseer dos tipos de sintasas de acidos
grasos: de tipo | y de tipo Il [39]. La primera se encarga mayormente de suplir dcidos
grasos para la sintesis de fosfolipidos de membrana y triglicéridos; mientras que ambas
actuarian en forma concertada en la sintesis de los acidos micdlicos [39]. En este
organismo se ha caracterizado al regulador MabR, un represor de los genes de la
sintasa de acidos graso de tipo Il, en el cual los acil-CoA y acil-ACP de cadena larga
(C=20) aumentan su afinidad por el ADN (Figura 7.G) [99]. Posteriormente en este
organismo se caracterizd FasR, un activador transcripcional del operdn fas-acpS, que
codifica para la sintasa de dacidos grasos de tipo | y la enzima 4-fosfopantoteinil
transferasa. En este caso los acil-CoA de cadena larga, productos de la enzima Fas,
inhiben la formacion del complejo FasR:Pg,s (Figura 7.F) [100].

En S. coelicolor los genes fabD-fabH-acpP-fabF se encuentran agrupados
formando el operdn fab [36]. Corriente arriba de este operdn se encuentra codificado
un marco abierto de lectura de 1206 pb, anotado como SC02386 y denominado por

nuestro grupo de trabajo como fasR (Figura 8). El analisis bioinformatico de esta regién

Figura 8. Alineamiento de secuencia del opéron fab en distintos actinomicetes. Corriente
arriba del operdn fab de distintos actinomicetes se puede observar un marco abierto de
lectura conservado correspondiente al regulador transcripcional FasR y sus ortélogos. Las
secuencias que presentan alto grado de similitud se muestran del mismo color.
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indica que tanto su secuencia como su localizaciéon gendmica respecto al operdn fab se
encuentran conservados en distintas especies de actinomicetes (Figura 8). fasR
codificaria para una proteina de 401 aminodcidos, de peso molecular 42,74 kDa que en
su regidén C-terminal presenta homologia significativa al dominio de unién al ADN de
tipo hélice-giro-hélice [56].

Para evaluar el rol fisiolégico de esta proteina en S. coelicolor, previo a este
trabajo de tesis se construyd una cepa mutante en el gen fasR por inserciéon del

transposdn Tn5062. Esta insercion interrumpe la traduccion de la proteina a partir del

Figura 9. Caracteristicas fenotipicas de la cepa AM6, mutante en el gen fasR. A. El
crecimiento y la diferenciacion morfoldgica de la cepa AM6 en medio sélido se ven
severamente afectados respecto a la cepa salvaje M145. B. El crecimiento en medio liquido
también se ve afectado significativamente en la cepa AM6. La expresion en trans de FasR
bajo su propio promotor es capaz de complementar este fenotipo (AM6C). C. La expresidn
del operdn fab medida a través de fusiones reporteras transcripcionales disminuye
notablemente en la cepa AMG6, respecto a la cepa salvaje. Exp, fase exponencial; Est, fase
estacionaria de crecimiento
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aminodcido 34, generando un polipéptido quimérico de 49 aminoacidos. Esta cepa,
denominada AM®6, presentd un marcado defecto en el crecimiento, tanto en medio
sélido como liquido, asi como también un retraso en el inicio de la esporulacién y de la
produccién de antibidticos en medio sélido (Figura 9). Ademds, en esta cepa se
observé una disminucion del 64% en la actividad FAS Il presente en extractos proteicos
libres de células. Estos fenotipos pudieron ser complementados con la insercidon de
una copia en trans de fasR bajo su propio promotor (Figura 9) [65, 101].

La transcripcion del operdn fab se produce a partir del promotor Pggpp, cuyo sitio
de inicio de la transcripcion coincide con el coddn de inicio de la traduccién del primer
gen del operdn, fabD [36]. Con el fin de evaluar el efecto que la mutacidn en fasR tiene
sobre la expresién del operdn fab, se construyd una fusion reportera transcripcional de
la regién comprendida entre las posiciones -210 y +13 respecto del inicio de la
transcripcién, a la enzima catecol 2,3-dioxigenasa (CDO). Esta enzima estd codificada
por los genes xyITE y cataliza la oxigenacion del sustrato catecol generando un
producto que puede detectarse espectrofotométricamente a una longitud de onda de
375 nm. La medicidn de la actividad CDO en la cepa salvaje reveld que la transcripcién
a partir de este promotor es maxima en la fase exponencial de crecimiento y
disminuye en la fase estacionaria, mientras que en la cepa AM6 la expresiéon es 10
veces menor en ambas fases de crecimiento (Figura 9). Este comportamiento se
reportd en cultivos tanto en medio minimo (SMMS-GIc) como en medio rico (YEME).
En conjunto, estos resultados preliminares sugerian fuertemente que FasR actla como

un activador transcripcional de los genes del operdn fab (Figura 9) [65, 101].

6.2. Objetivos particulares

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos propusimos continuar con la
caracterizacion de FasR, un regulador que estaria involucrado en la regulacién
transcripcional del operén fab de S. coelicolor. Para ello, nos trazamos los siguientes
objetivos especificos:

» Estudiar el rol fisiolégico de FasR a través de la caracterizacién de la cepa AM6,

mutante nula en fasR.
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» ldentificar y analizar a nivel molecular la interaccién del regulador
transcripcional FasR con su regién operadora en el ADN.

» Elucidar la identidad del ligando que modularia la actividad de FasR.
6.3. Resultados

6.3.1. La suplementacion con acidos grasos revierte la deficiencia en la

velocidad de crecimiento de la cepa mutante en fasR

Como se menciond en los resultados preliminares, una caracteristica fenotipica
de la cepa AM6 es la marcada disminuciéon de la velocidad de crecimiento respecto a la
cepa salvaje M145, independientemente del medio de cultivo utilizado. En estudios
previos de nuestro laboratorio se demostré que una cepa mutante condicional en el
complejo esencial acetil-CoA carboxilasa (ACC) puede crecer en condiciones no
permisivas cuando el medio de cultivo es suplementado con acido oleico [102].
Teniendo en cuenta que el complejo ACC provee el malonil-CoA necesario para la
sintesis de novo de acidos grasos (AG), este resultado demuestra que los AG presentes
en el medio de cultivo pueden complementar la deficiencia en la biosintesis de los

mismos causada por la deplecién de la enzima ACC en condiciones a priori no

Figura 10. Complementacién del crecimiento de la cepa AM6 por medio del agregado de
acidos grasos. A. La adicidn de 4cido oleico o palmitico al medio de cultivo YEME es capaz
de complementar el déficit de crecimiento observado en la cepa AM6. B. En estas
condiciones la expresién del operdn fab en la cepa AM6 es significativamente menor que
en la cepa salvaje, indicando que la mejora en el crecimiento no se debe a un cambio en el
perfil transcripcional de este operdn. Exp, fase exponencial; Est, fase estacionaria de
crecimiento
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permisivas para el crecimiento. De esta manera, y considerando que el defecto de
crecimiento de la cepa AM6 podria estar relacionado con una disminucién en la
sintesis de acidos grasos, decidimos evaluar si el mismo podria ser revertido a través
del agregado de AG al medio de cultivo. Como puede observarse en la Figura 10, el
crecimiento de la cepa AM6 en medio de cultivo rico YEME es muy pobre. Sin
embargo, la suplementacion de este medio con 0,01% p/v de acido palmitico (16:0) o
acido oleico (18:1) es capaz de restaurar la velocidad de crecimiento de la cepa AM6
hasta niveles comparables a los de la cepa salvaje M145 (Figura 10.A). Cabe destacar
que la relacién entre la expresion del operon fab en la cepa salvaje y la cepa mutante
en fasR fue la misma en cultivos con y sin suplementacién de acidos grasos (Figura
10.B). Estos resultados demuestran que la complementacién del crecimiento
observada en la cepa AM6 no se debe a cambios a nivel transcripcional de la expresion
del operdn fab, sino que estaria relacionada con la capacidad de estos lipidos de
ingresar al metabolismo para suplir la deficiencia en la sintesis de novo de dacidos

grasos.

6.3.2. FasR es un activador transcripcional de los genes fabD-fabH-

acpP-fabF

El uso de fusiones reporteras transcripcionales permite inferir el nivel de
expresion de un determinado promotor a través de la cuantificacion de una actividad
enzimatica. Para ello se utiliza un constructo quimérico de ADN compuesto por la
secuencia promotora y el gen que codifica para una enzima con una actividad en

principio no detectable en las células en las que se va a ensayar. En el presente

10 7
Figura 11. Cuantificacion relativa de
ARNm de los genes fabD-fabH-acpP-
fabF. Los niveles de los transcriptos
de los cuatro genes del operdn fab
disminuyen notablemente en el
contexto genético mutante en fasR,
respecto al salvaje.

Nivel relativo de transcriptos

0,1

fa‘bD fale ac:pP faIbF
-67 -



Capitulo |

estudio, esta estrategia permitié evaluar la expresién del promotor que se encuentra
corriente arriba del operdn fab, Pspp, pero no los cambios en cada uno de los genes
gue componen este arreglo policistrénico. Entonces, para determinar los niveles
transcripcionales de todos los genes del operén fab (fabD-fabH-acpP-fabF), se
procedid a cuantificar los niveles relativos de mARN en la cepa AM6 respecto a la cepa
salvaje, mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Para ello se realizaron cultivos de
ambas cepas en medio liquido YEME suplementado con acido palmitico 0,01% p/v, se
extrajo el ARN total en fase exponencial de crecimiento, y luego se generd el ADN
copia (cADN) por transcripcién reversa. Utilizando pares de cebadores especificos para
cada gen del operdn fab se realizaron ensayos de PCR en tiempo real. Como gen de
referencia se utilizé el gen hrdB, que codifica para el factor sigma vegetativo de S.
coelicolor. En la Figura 11 se observa el cambio relativo en los transcriptos para cada
gen en la cepa mutante en fasR, respecto de la cepa salvaje. Como puede observarse,
la cepa AM6 presenta una marcada disminucidn en el nivel de transcriptos de todos los
genes que componen el operéon fab, confirmando entonces el rol de FasR como

activador transcripcional de todos los genes del operdn fabD-fabH-acpP-fabF.

6.3.3. La mutacion en fasR disminuye la produccion de actinorrodina

En S. coelicolor la sintesis de acidos grasos y la de compuestos policétidos se
encuentran estrechamente relacionadas ya que comparten un precursor comun: el
malonil-CoA. Si bien la sintasa de acidos grasos y la policétido sintasa Act poseen

proteinas ACP independientes y especificas de cada ruta (denominadas ACPsy, y ACPqt,
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respectivamente), sélo se ha identificado una uUnica enzima en S. coelicolor, FabD,
codificada en el operdén fab, que seria la responsable de generar el malonil-ACP
necesario para ambas vias biosintéticas [40, 103].

De esta manera, para evaluar el efecto de la mutacion en fasR sobre la sintesis
de estos compuestos, se realizd la cuantificacion de actinorrodina en cultivos de las
cepas M145 y AMS6, a las 75 y 100 hs de crecimiento en medio de cultivo YEME. Los
resultados indican que la sintesis de actinorrodina disminuye notablemente en la cepa
AMBG6 respecto a la cepa salvaje M145 (Figura 12). Ademas, la adicion de acidos grasos
al medio de cultivo no es capaz de reestablecer la produccién de este compuesto en la
cepa AMG6. Al crecer estas cepas en medios de cultivo sélidos minimo (SMMS) y rico
(R5), también se pudo observar una baja produccion de los metabolitos secundarios
undecilprodigiosina y actinorrodina, acompafiados por el retraso en el crecimiento y
diferenciacién morfolégica antes mencionado (Figura 13).

En este contexto, la disminucién de la expresién de fabD en la cepa AM®6 podria
estar afectando la generacién de malonil-ACP disponible tanto para la sintesis de

acidos grasos como de actinorrodina. Estudios de interaccion entre FabD y sus

Figura 13. Crecimiento de las cepas M145, AM6 y AM6C en medio de cultivo sélido. A.
Orden de siembra de las tres cepas. B. Tanto la produccién de actinorrodina (azul) como de
undecilprodigiosina (rojo) es notablemente menor en la cepa AM6 respecto a la cepa
salvaje. Como se menciond anteriormente, el crecimiento también se ve severamente
afectado en la cepa mutante.
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sustratos revelan que esta enzima presenta una mayor afinidad por la proteina ACPf,
respecto al ACP, [103]. Es decir que, al tratarse de una interaccién de menor afinidad,
el flujo de malonil-CoA hacia la sintesis de actinorrodina podria estar mas
comprometido que hacia la sintesis de acidos grasos. Se sabe que la sintesis de
actinorrodina se encuentra restringida a la fase de transicion y estacionaria del
crecimiento, y que a su vez esta fuertemente regulada a nivel transcripcional [104].
Ademas, la regulacién de la sintesis de metabolitos secundarios en S. coelicolor es una
red compleja en que intervienen muchos factores ademas de la disponibilidad de
sustratos, por lo que la disminucién en la produccidn de antibidticos podria ser

también una consecuencia de los efectos pleiotrépicos del retraso en el crecimiento.

6.3.4. FasR se une especificamente a la regidn promotora del operdn

fab

Los resultados descriptos anteriormente indican que FasR seria un activador
transcripcional del operén fab. Sin embargo estos estudios no son concluyentes acerca
de si esta accion es ejercida de modo directo o indirecto. Con el objetivo de evaluar la
capacidad de FasR de unirse en forma especifica al promotor del operéon fab se

realizaron ensayos de retardo en gel (EMSA) utilizando la proteina FasR recombinante

Figura 14. Purificacion de His-FasR mediante cromatografia de afinidad. Analisis por SDS-
PAGE del contenido proteico de las distintas fracciones colectadas durante el proceso de
purificacién. 1, Fraccion insoluble; 2, Proteinas no unidas a la resina de afinidad; 3, Lavado
con 10 volumenes de solucién A; 4, Lavado con 10 voliumenes de solucion A + 20 mM
imidazol; 5-9, Elucién con 4 voliumenes de solucion A conteniendo cantidades crecientes de
imidazol: 40 mM (5), 60 mM (6), 80 mM (7), 100 mM (8) y 250 mM (9). 10, Marcador de
peso molecular. Las fracciones 8 y 9 fueron seleccionadas para su posterior didlisis.
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Control E.Coli Rosetta/pMD13

Figura 15. Ensayo de retardo en gel utilizando
1 005 01 05 1 |us
extractos crudos de una cepa de E. coli que
el e SRR . sobreexpresa el regulador FasR. Los numeros
e2fX * ” ” - superiores indican la cantidad de extracto proteico
(en pg de proteina total) incubada con la sonda
Pmop €n cada reaccion de wunién. La calle 1
corresponde a una cepa de E. coli Rosetta. En las
calles 2-5 se utilizaron cantidades crecientes de
extractos proteicos de la cepa E. coli Rosetta que
sobreexpresa FasR. La flecha denota el complejo

ADN:proteina formado.

purificada y una sonda de ADN de 223 pb marcada con [*’P]-dATP conteniendo la
secuencia del promotor Pgpp.

Para la expresién heterdloga de FasR se utilizé la cepa E. coli Rosetta (DE3)
transformada con el pldsmido pMD13, que contiene una copia del gen fasR bajo el
control del promotor P17, y que genera una proteina de fusidon a seis residuos de
histidina en el extremo N-terminal de peso molecular estimado 44,9 kDa. Las
condiciones de expresion y purificacién de His-FasR recombinante se detallan en la
seccidn Materiales y Métodos. Brevemente, los extractos crudos proteicos de la cepa
E. coli Rosetta (DE3)/pMD13 fueron clarificados por centrifugacién y sometidos a
purificacion en columna de afinidad de Ni**-NTA-Agarosa. La elucién de las proteinas
unidas a la matriz de la columna se realizé a través de un gradiente discontinuo de
imidazol entre 40 mM y 250 mM. Las distintas fracciones obtenidas durante el proceso
fueron analizadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Figura 14). Las fracciones eluidas con 100 mM y 250
mM de imidazol fueron dializadas frente a una solucién Tris 100 mM pH 8, NaCl 100
mM, DTT 1 mM vy glicerol 20%.

Ante la imposibilidad de detectar la formacién de un complejo ADN-proteina en
los ensayos de EMSA utilizando la proteina His-FasR purificada anteriormente, se

considerd la posibilidad de que la proteina recombinante presentara alguna diferencia
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a nivel conformacional respecto a la proteina salvaje que impidiera su unién al ADN
(por ejemplo, la presencia de seis residuos cargados positivamente en su extremo N-
terminal podria desestabilizar la estructura nativa de la proteina). Para evaluar esta
posibilidad se realizaron ensayos de EMSA utilizando cantidades crecientes de extracto
crudo libres de células de E. coli Rosetta (DE3)/pMD13 en la que la expresion de His-
FasR habia sido inducida previamente. Luego de optimizar la composicidon de la
solucién de unidn, variando el pH, la concentracién de sales, de detergentes y de
glicerol, se pudo observar la aparicion de una banda de retardo sélo en las calles
donde His-FasR se encontraba inducida (Figura 15, calles 2-5). Este resultado
demuestra que la proteina His-FasR posee la capacidad de unirse al ADN previa a la
purificacién. Si bien esta observacién no descarta la posibilidad de que existan cambios
estructurales respecto de la proteina salvaje, si confirma el hecho de que la pérdida de
la capacidad de unién del ADN se produciria durante el proceso de purificacién.
Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se decidio evaluar el estado de
agregacion de His-FasR en solucion por medio de espectroscopia de absorcién
ultravioleta (UV) [105]. En el espectro UV tipico de una proteina pura se destaca el pico
de absorcion a longitud de onda de 280 nm, correspondiente a los residuos
aromaticos. Ademds, la sefial detectada en la regién de longitud de onda de 340-350
nm se debe principalmente a la dispersion de la luz causada por particulas en
suspension, y por lo tanto brinda informacién acerca del grado de agregacién de la
preparacion proteica realizada [105]. Asi, se procedid a la purificacion de His-FasR y las
eluciones de 100 mM y 250 mM fueron combinadas, alicuotadas y dializadas frente a
soluciones de distinta composicidon que se detallan en la Tabla V. A continuacion se
realizaron los correspondientes espectros de absorcién para cada muestra (Figura 16).
La muestra BD3 presentd la mejor relacion concentracion/agregacion (la mayor
relacion Abs;gonm/AbS3sonm), Y por lo tanto se selecciond para realizar los ensayos de

EMSA ulteriores.
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Figura 16. Espectros de
absorcion UV de distintas
preparaciones de FasR. Luego
de la purificacién, FasR fue
dializada frente a soluciones de
distinta (BD1-5)
gue se detallan en la Tabla V

composicion

Tabla V. Soluciones utilizadas en la dialisis de FasR

Soluciones BD1 BD 2 BD 3 BD 4 BD 5
Tris pH 8 100 mM 100 mM 100 mM 100 mM 100 mM
NaCl 100 mM 300 mM 300 mM 300 mM 300 mM
DTT 1mM 1mM 1 mM 1 mM 1 mM
EDTA - - 1mM - -
Glicerol 20% 20% 20% - 20%
PEG 3400 - - - 0,01% -
Coctel sales* - - - - 50 uM (c/u)

*CaCl,, MgCl,, ZnCl,

Al ensayar la capacidad de unién de esta preparacién proteica a la sonda de ADN

que contiene al promotor Pgpp, se pudo detectar la formacion de un complejo His-

FasR:Pspp a partir de los 100 ng de proteina (89 nM) (Figura 17.A, calles 1-5). La

especificidad de la interaccion de His-FasR:Pspp se determind por medio de ensayos de

competencia utilizando un exceso de 100 veces de la misma sonda o de un fragmento

de 200 pb no relacionado, ambos sin marcacién radiactiva. Los resultados muestran

que el complejo His-FasR:Pspp no se disocia luego del agregado de sonda inespecifica

sin marca radiactiva (sonda fria) (Figura 17.B, calle 3). Sin embargo, la adicién de la

misma cantidad de la sonda Pgyp elimina la banda de retardo, lo que indica que el
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Sonda P, Sonda Py,

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4

His-FasR (ng) O 50 100 150 200 O 50 100 150 200 200 200 200 200

Figura 17. Ensayo de retardo en gel utilizando His-FasR. A. Distintas cantidades de His-FasR
fueron incubados con la sonda Pgpp O Prappmur, Y @ continuacién la formacion del complejo
ADN:proteina fue resuelto por electroforesis en geles de poliacrilamida. B. Ensayos de
competencia de la unidon His-FasR:Pgpp. 1, His-FasR+Pgpp; 2, His-FasR+Pgpp + exceso de
sonda Pyyp fria2; 3, His-FasR+Psy,p + exceso de sonda no relacionada fria; 2, His-FasR+Pgpp +
exceso de sonda Pgppmy fria. Las flechas denotan la formacion del complejo ADN:proteina

regulador se une especificamente a una secuencia ubicada en este fragmento de ADN

(Figura 17.B, calle 2).

6.3.5. Una repeticidn invertida presente en Pspp estd involucrada en la

interaccion de FasR con el ADN.

Con el fin de determinar las regiones del promotor Psup implicadas
especificamente en la interaccidon con FasR, se realizaron ensayos de proteccion frente
a DNAasa I. Para ello, la sonda de Pg,,p de 223 pb fue marcada radiactivamente en el
expremo 5’ de la hebra codificante e incubada con cantidades crecientes del regulador
FasR. La digestidn parcial de la sonda en estas condiciones, y su posterior resolucion en
geles de poliacrilamida, permitié observar una zona de proteccién entre las posiciones
-89 a -42 pb respecto al sitio de inicio de la transcripcién debido a la interaccion con
FasR (Figura 18.A y B). Ademas, dentro de esta regién protegida se pudieron observar
bandas de hipersensibilidad, causadas probablemente por la torsidon de la hélice de

ADN y exposicion de la hebra al corte con DNasa I.
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B
-8|9 -?2
S. coelicolor 5'-GATTTTGTGCAGGGTCCACAAAACCCGCTCCTGTTCTTCGTCCCTGTCCCCA (23 pb] GAGAGAGTGTGAGAGTGCTC
3'-CTAAAACACGTCCCAGGTGTTTTGGGCGAGGACAAGAAGCAGGGACAGGGGT [23 pb] CTCTCTCACACTCTCACGAG
; ¥ M
C
A. chlorophenolicus GGCGTTGTAGA
K. flavida CGTTTTGTA
R. jostii RHA1 ATTTTTGTA
N. farcinica CGTTTTGTG
M. smegmatis ACTTTTGTG
M. tuberculosis
S. clavuligerus
S. avermitilis
S. coelicolor
- —
g—-*r--- D
R ’
Mutacién en IR GATTTTGTGCAGGGTCEMQCCGCICCTGTTCTTCGTCCCTGTCCCCA [23 pb] GAGAGAGTGTGAGAGTGCTC
E
201
— Figura 18. Identificacion de los sitios de unién
£16-
E ] de FasR al promotor Pgup. A. Ensayo de
m .7
512_ T proteccion de la sonda Pg,p frente a DNasa I. 1,
§ 1 Sonda libre; 2, Sonda+FasR 50 nM; 3,
= Sonda+FasR 100 nM; 4, Sonda+FasR 250 nM.
kel 1 . .
= B. Las regiones protegidas por FasR se marcan
- T 41 . . . i
- < ] sobre la secuencia corriente arriba del operén
-
0+ fab. Los niumeros en itdlica se corresponden a
Prao  Prabomue las distintas regiones marcadas en el
cuadrante A de esta figura. Las flechas
- D Sy
- muestran  las  bases que  presentan
- hipersensibilidad al corte en presencia de FasR.

C. Alineamiento de las secuencias 5 del
operdn fab en distintos actinomicetes. Las repeticiones invertidas (IR) se marcan en negrita. D.
Mutagénesis de una de las IR, reemplazando la secuencia ACAAA por TAGCCT. A esta regidn
promotora modificada se la denomind Pgppmye. E. La expresidon a partir de Prppmur €5
significativamente menor respecto a Psyp, indicando que la IR mutada esta involucrada en la
activacion in vivo mediada por FasR.

Como se menciond anteriormente, FasR se encuentra ampliamente conservado
en el grupo bacteriano de los actinomicetes. La divergencia evolutiva entre especies
acarrea consigo, entre otras cosas, cambios en la secuencia gendmica que son fijadas
en el proceso de especiacion y pueden resultar, o no, en cambios fenotipicos. Sin
embargo, las secuencias implicadas en la viabilidad celular se encuentran bajo una

presién de selecciéon que impide la fijacién de mutaciones en estas regiones. Es de
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esperar entonces, que de existir una secuencia involucrada en la regulacion de un
proceso esencial como lo es la sintesis de acidos grasos, la misma se encuentre
conservada interespecifica e incluso intergenéricamente. Teniendo en cuenta esto, y
con el fin de encontrar la secuencia especifica de unién de FasR al ADN, se realizé el
alineamiento de secuencias correspondientes a la regidn intergénica fasR-fabD en
distintos actinomicetes, utilizando el programa CLUSTALW [75]. A través de este
anadlisis se identificd la presencia de dos repeticiones invertidas (IR, por inverted
repeat) conservadas de 6 pb cada una, que se encuentran en las posiciones -87 y -72
respecto al sitio de inicio de la transcripcion del operdn fab, dentro de las regiones
protegidas por FasR (Figura 18.C). Para evaluar el rol de estas IR en la unién in vitro His-
FasR:ADN, una de ellas fue reemplazada por una secuencia al azar a través de
mutagénesis dirigida, generando la sonda Prppmu: (Figura 18.D). Al utilizar esta sonda
en los ensayos de EMSA se aprecia la aparicién de una débil banda de retardo recién a
los 200 ng de proteina, lo que indicaria una disminucion en la afinidad de la interaccion
respecto a la sonda nativa (Figura 17.A, calles 6-10, pagina 74). Ademas, el agregado de
un exceso de esta sonda mutada fria en ensayos de competencia es incapaz de disociar
el complejo especifico His-FasR:Pspp, 0 que confirma la baja afinidad de FasR por esta
sonda, respecto de la sonda nativa (Figura 17.B, calle 4, pagina 74). Para determinar si
el rol in vitro de la IR mutada en la interaccion ADN:proteina podria estar
correlacionado con una funcion in vivo en la expresién del operdn fab, se construyd
una fusién reportera transcripcional al fragmento Prppmy:. La determinacion de la
actividad CDO en una cepa salvaje de S. coelicolor que porta esta construccion
demostré que la expresion a partir del promotor Pgppmy: disminuye en un 41%
respecto a la secuencia Pgpp nativa (Figura 18.E). Este hecho apoya las evidencias
observadas en los ensayos de EMSA, donde la mutacidn de la IR disminuye la afinidad
de FasR por la sonda, pero no logra la disociacion total del complejo ADN:proteina.

En conjunto, estos resultados sugieren fuertemente que FasR es un regulador
transcripcional que actua uniéndose en forma especifica a la regién promotora del
operdn fab, induciendo la expresidn de los genes que lo componen y que al menos una
de las repeticiones invertidas identificadas esta involucrada en dicha interaccidon y en la

activacion in vivo del operdn fab mediada por este regulador.
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6.3.6. FasR estd involucrado en la activacidn transcripcional del operdn

fab como respuesta a la inhibicion de la sintesis de acidos grasos

El antibidtico cerulenina es un potente inhibidor de la sintesis de acidos grasos.
Este compuesto se une en forma irreversible a las enzimas condensantes B-cetoacil
sintasa | y Il (FabB y FabF, respectivamente) inactivandolas y causando un bloqueo de
la sintesis de acidos grasos [106-108]. FadR de E. coli es un regulador transcripcional
positivo de fabB y fabA. fabB codifica para una enzima condensante responsable de la
sintesis de acidos grasos insaturados, un proceso esencial en este organismo. En este
contexto, la mutacion en fadR provoca una marcada disminucidn en la expresién de
fabB y un fenotipo de hipersensibilidad a cerulenina [89]. Resultados similares se
encontraron al mutar el gen ortdlogo de fadR en Vibrio vulnificus [109].

En S. coelicolor el gen que codifica para FabF, blanco de la inhibicion por
cerulenina, se encuentra dentro del operdn fab. Para observar las consecuencias que
tiene la disrupcion del gen fasR sobre la sensibilidad a este antibidtico, se determiné la
concentracién inhibitoria minima (CIM) para cerulenina en las cepas mutante y salvaje,
como se describe en la seccion Materiales y Métodos. Los resultados muestran que la
falta de una copia funcional de FasR provoca un marcado aumento en la sensibilidad al
antibidtico cerulenina, en todos los medios evaluados (Tabla VI), probablemente a
causa de la disminucidn en expresién de FabF. Consistentemente, la adicion de acidos
grasos al medio de cultivo disminuye la sensibilidad de la cepa AM6 a cerulenina (Tabla
Vi).

Tabla VI. Sensibilidad a cerulenina de las cepas M145 y AM6

Medio de cultivo CIM M145 CIM AM6
SMM-Glc 50 pg/mL 5 ug/mL
YEME >150 pg/mL 10 pg/mL
YEME-Ac. Palmitico >150 pg/mL 50 pg/mL

En estudios previos se reportéd que el bloqueo de la sintesis de acidos grasos
mediado por cerulenina provoca una acumulacion de intermediarios de la via [108].
Los mismos pueden tener un rol importante en la regulacion de la propia ruta

metabdlica actuando como efectores de reguladores transcripcionales. Por ejemplo,
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Figura 19. Expresién de Ps;p ante el bloqueo de FAS en las cepas salvaje y mutante en
fasR. La expresion del operdn fab fue medida a través de fusiones reporteras
transcripcionales a distintos tiempos luego del agregado del inhibidor cerulenina. Nétese la
diferencia de escalas entre ambos graficos.

ensayos en B. subtilis demuestran que la expresion del operdn fabHAF, que codifica
para las enzimas condensantes FabHA y FabF, aumenta con el agregado de cerulenina
en el medio de cultivo [108]. Este aumento esta mediado por el regulador FapR, el cual
responde al incremento de los niveles de malonil-CoA producido al bloquear la sintesis
de acidos grasos [97, 108].

Con el objetivo de evaluar el rol fisiolégico de FasR ante el blogqueo de la sintesis
de acidos grasos en S. coelicolor, se realizaron estudios de expresidon del operén fab
mediante fusiones reporteras Pgp-xyITE en presencia y ausencia de cerulenina, tanto
en la cepa salvaje como en la mutante fasR. Para ello se realizaron cultivos de las cepas
M145 y AM6 en medio minimo suplementado con glucosa (SMM-Glc), y a las 20 horas
de crecimiento cada uno fue dividido en dos: a una mitad se le adiciond cerulenina (a
las concentraciones inhibitorias minimas de cada cepa), mientras que a la otra sélo se
le agregd el solvente DMSO (controles sin antibidtico). A partir de este momento se
tomaron alicuotas de cada uno de los cultivos a las 3, 4,5 y 6 h, y se ensayd actividad
CDO en los correspondientes extractos celulares. Los resultados muestran que el
agregado de cerulenina dispara un incremento de hasta 4 veces en la expresion del
operon fab en la cepa salvaje (Figura 19). Es probable que en estas condiciones los
cambios en los niveles de los metabolitos de la via -ya sea acumulacion intracelular de
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sustratos, como deplecién de los productos- estén mediando este incremento en la
expresion del operdn fab. Mas aun, en la cepa carente de una copia integra de fasR, la
expresion a partir de Psp N0 cambia significativamente con el agregado de cerulenina
(Figura 19). En conjunto, estos resultados indicarian que el regulador FasR seria el
responsable de la activacion transcripcional del operdn fab, y que el mismo estaria
respondiendo al cambio de algin metabolito relacionado con la biosintesis de acidos

grasos.

6.4. Discusion y conclusiones

La ruta de biosintesis de acidos grasos en S. coelicolor se encuentra conservada
en relacion a los paradigmas estudiados previamente en organismos modelo como E.
coli y B. subtilis: la misma ocurre a través de un sistema de sintasa de tipo Il, utilizando
malonil-ACP como unidad de elongacién y tioésteres de CoA ramificados como unidad
iniciadora, dando origen a acidos grasos saturados con metil ramificaciones iso- y
anteiso- en el extremo distal de los mismos. Sin embargo, la capacidad de este
organismo de sintetizar compuestos policétidos, también derivados del malonil-CoA, y
la capacidad de acumular activamente triglicéridos como compuestos de reserva,
hacen que el escenario regulatorio se prevea de una mayor complejidad. Asi, la sintesis
de acidos grasos no solo debe estar regulada conforme al crecimiento y divisién
celular, sino también a las necesidades biosintéticas alternativas como la sintesis de
TAG. Por lo tanto, conocer como este microorganismo define el destino de los acidos
grasos en cada estadio de crecimiento, y como regula en forma coordinada las
distintas rutas biosintéticas es un area de investigacion sumamente relevante y un
punto indispensable para lograr una mejor comprension de la fisiologia de esta
bacteria.

En este capitulo de tesis nos propusimos analizar la regulacién transcripcional del
operdn fab en S. coelicolor. En un trabajo de tesina previo al inicio de este trabajo de
tesis, se logré identificar al gen que codifica para un putativo regulador transcripcional,
denominado FasR por sus siglas en inglés (Fatty acid synthesis Regulator) [65]. La cepa
mutante en fasR presentd una marcada disminucion en la velocidad de crecimiento,

tanto en medio de cultivo minimo como rico. La actividad FAS medida in vitro para esta
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cepa resultd ser un 64% menor respecto a la cepa salvaje, y la expresion del operén
fab medida a través de fusiones reporteras disminuyd 10 veces en el contexto mutante
respecto al escenario génico salvaje. Todas estas evidencias sugirieron fuertemente
que FasR era un activador transcripcional de los genes del operdn fab. Sin embargo,
fue necesario profundizar estos estudios a fin de determinar los mecanismos
moleculares utilizados por esta proteina para cumplir su funcién regulatoria.

Para ello primero fuimos capaces de complementar la deficiencia en el
crecimiento de la cepa AM6 por medio de la suplementacion de acidos grasos al medio
de cultivo. Este resultado indica que los acidos grasos incorporados por la célula son
capaces de suplir la deficiencia en la sintesis de novo de estos lipidos. Ademas, esta
observacion atribuye directamente el déficit de crecimiento a la baja disponibilidad de
acidos grasos en la cepa AM6. Cabe destacar que en estas condiciones la expresion del
operdn fab se mantuvo en niveles significativamente menores respecto a la cepa
salvaje, demostrando que la mejora en el crecimiento de la cepa mutante no fue
causada por cambios en el perfil transcripcional de este operdn sino por la
disponibilidad de los acidos grasos adicionados al medio de cultivo, los cuales podrian
ser utilizados para suplir la deficiencia en la sintesis de novo de estas moléculas
esenciales.

Al analizar la expresién particular de cada uno de los genes del operdn fab (fabD-
fabH-acpP-fabF) pudimos observar que el nivel de transcriptos de todos ellos se
encontraban disminuidos en la cepa AM6, confirmando el rol de FasR como activador
transcripcional de todos los genes del operdn fab. Sin embargo, en el contexto de la
cepa mutante en fasR los genes acpP-fabF presentaron una menor disminucién que los
genes fabD-fabH (Figura 11, pdagina 67). En E. coli, el gen que codifica para la proteina
ACP se expresa como parte del operdn fabH-fabD-fabG-acpP-fabF, encontrdndose
ademas, en la regién intergénica fabG-acpP, un promotor especifico que dirige su
expresion [110]. Ademas, en B. subtilis el gen acpP es el ultimo gen del operdn fapR y
posee un promotor fuerte y especifico inmediatamente corriente arriba del mismo
[111]. Considerando estos antecedentes y los resultados antes mencionados, es
factible que en S. coelicolor también exista un promotor no identificado corriente

arriba de acpP, cuya transcripcién es activa aun en ausencia de FasR. Es sabido que
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ACP es capaz de interactuar con otras vias metabdlicas, no relacionadas con la sintesis
de 4acidos grasos, transfiriendo grupos acilos hacia otras proteinas [112, 113]. De esta
manera, la presencia de promotores especificos para acpP asegura el abastecimiento
de esta proteina ubicua en forma independiente de la regulacién de acidos grasos
[111].

A continuaciéon, con el objetivo de determinar las secuencias operadoras
reconocidas por FasR, se realizaron ensayos de retardo en gel y proteccion frente a
DNasa I. Asi fue posible determinar que FasR se une en forma especifica a la region
promotora del promotor Psp. En particular, encontramos que existen dos secuencias
IR presentes en esta region, las cuales estdn implicadas tanto en la interaccién
FasR:ADN como en la activacion in vivo del promotor Pgpp. Este resultado es
consistente con el hecho de que la mayoria de los reguladores transcripcionales
bacterianos se unen a secuencias palindromicas, o pseudopalindrémicas [114]. Si bien
existen excepciones, los reguladores que poseen un dominio de tipo hélice-giro-hélice
interaccionan con el ADN generalmente como homodimeros, en donde una a hélice de
cada mondmero reconoce una secuencia especifica en la cavidad mayor del ADN [114].
Cabe destacar que la busqueda in silico de estas repeticiones invertidas en el genoma
de S. coelicolor revel6 que este motivo se encuentra presente solo en Pyp, por lo que
este promotor podria ser el Unico blanco de regulaciéon por FasR.

En micobacterias se ha caracterizado al ortélogo de FasR, denominado MabR.
Este seria un regulador transcripcional negativo del operén fab (fabD-acpM-kasA-kasB-
accD6), que codifica para algunas de las subunidades del complejo FAS Il en estos
organismos [99]. El rol in vivo de FAS Il en los géneros productores de acidos micélicos
-Mycobacterium, Rhodococcus, entre otros- es muy distinto al de la mayoria de las
bacterias [39]. En estos géneros, la sintesis de novo de acidos grasos se da a través de
una sintasa de acidos grasos de tipo | (FAS 1). En cambio, FAS Il es capaz de tomar los
acil-CoA de 12-20 atomos de carbonos generados por FAS | como iniciadores para
producir C50-C70 acil-ACPs [39]. Estos grupos acilos de cadena larga seran luego
utilizados para la sintesis de acidos micdlicos presentes en la pared celular de estos

organismos [39]. Al igual que FasR, MabR se une especificamente a las IR presentes en
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la region promotora del operdn fab, que serian las Unicas presentes en el genoma de
estos organismos [99].

El factor sigma vegetativo mas relevante en S. coelicolor se encuentra codificado
por el gen hrdB [115, 116]. A través del analisis bioinformdtico de secuencias, se ha
logrado determinar las secuencias consenso éptimas para la uniéon de HrdB al ADN
como TTGACN (-35) - 17 nt - TAGAPUT, siendo Pu=A/G [117]. En lo que respecta a la
estructura del promotor Psyp, NO se pudieron encontrar totalmente conservadas las
secuencias de union al factor sigma vegetativo HrdB. Este hecho es algo comun en
promotores que necesitan de un activador transcripcional para su éptima expresiéon
[118]. Se puede pensar a un promotor regulado por un activador como un promotor
gue ha perdido secuencias importantes en el reclutamiento de la ARN polimerasa o en
la iniciacidn de la transcripcion, de manera que es necesaria la asistencia de un factor
en trans para el correcto ensamblaje de la maquinaria transcripcional [118]. En
concordancia, se puede observar a lo largo de este capitulo que la expresién basal del
operon fab en ausencia de FasR es muy baja. FasR, al reclutarse sobre las repeticiones
invertidas que se encuentran a 87 y 72 pb corriente arriba respecto al sitio de inicio de
la transcripcién del operdn fab, podria interaccionar con la ARN polimerasa y de esta
manera favorecer el ensamblado o la iniciacion de la transcripcidn. Al encontrarse sus
sitios de unidn distantes a las posiciones -10 y -35, es probable que FasR actue por un
mecanismo de activacion de Clase |, interaccionando con el extremo C-terminal de la
subunidad a de la ARN polimerasa [118, 119].

Como se describid en la introduccidn particular a este capitulo, la afinidad por el
ADN de los reguladores transcripcionales del metabolismo lipidico estd modulada por
sustratos, intermediarios o productos de esta via. Dependiendo del caso particular, el
malonil-CoA, los acil-ACPs o los acil-CoAs interaccionan con los respectivos reguladores
modificando su afinidad por sus secuencias operadoras [31, 82, 84, 90, 91, 93, 99,
100]. Ante estos antecedentes decidimos evaluar cudl era el rol de FasR durante el
bloqueo de la sintesis de acidos grasos causado por cerulenina, teniendo en cuenta
gue esta inhibicion trae aparejado el cambio en los niveles de los metabolitos que
podrian ser ligandos de este regulador. A partir de estos ensayos pudimos concluir que

FasR mediaria la respuesta al bloqueo de FAS. Ademas, este regulador seria capaz de
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sensar el estado metabdlico de la sintesis de acidos grasos, probablemente a través del
cambio en los niveles de algun intermediario de la sintesis de dcidos grasos, ajustando
entonces la transcripcién del operdn fab a las necesidades celulares. Cabe destacar
que para el regulador MabR de M. tuberculosis los acil-CoA de 18-24 atomos de
carbono, sustratos de FAS I, actian como ligandos que regulan su afinidad por las
secuencias operadoras. Ante este resultado, y con el fin de determinar la identidad del
ligando que modula la union de FasR al ADN, se realizaron ensayos en colaboracién
con el grupo del Dr. Thomas R. Pieber en los que se determind el perfil de ésteres de
CoA a través de cromatografia en fase reversa seguida por deteccion por
espectrometria de masa [120, 121]. Los resultados preliminares indican que 6 hs
después de la adicién de cerulenina a cultivos de la cepa salvaje, los niveles de malonil-
CoA aumenta casi 5 veces respecto al control sin antibiotico, mientras que el C16:0-
CoA y C18:0-CoA disminuyen aproximadamente en un 40%. Sin embargo, al realizar
ensayos de retardo en gel adicionando distintas cantidades de malonil-CoA y acil-CoAs
de distinta longitud de cadena en las reacciones de unién, no fue posible detectar
cambios significativos en la afinidad de este regulador por la sonda utilizada.

En conjunto, todas estas evidencias sostienen que FasR es un activador

transcripcional directo del operdn fab, lo que constituye el primer ejemplo de

regulador transcripcional positivo de los genes de la sintesis de acidos grasos saturados

descripto en la literatura.

Teniendo en cuenta las evidencias antes mencionadas, se necesitaran estudios
mas especificos y mas sensibles para identificar el ligando que interactda con FasR in
vivo, y determinar de qué manera este regulador sensa el estado de la sintesis de
acidos grasos. Creemos que tanto la mejora en la calidad de la preparacién vy
purificacién de FasR recombinante, como la utilizacién de técnicas complementarias a
los ensayos de retardo en gel -como por ejemplo medicidn de la anisotropia de la
fluorescencia, calorimetria isoterma de titulacién (ITC) y resonancia de plasmoén en

superficie (SPR)- constituyen estrategias posibles para abordar esta cuestion.
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7. Capitulo |l

Identificacidn y caracterizacidon del paso enzimatico clave para la sintesis

de TAG en S. coelicolor.

7.1. Introduccion: Fosfatidato fosfatasas en la naturaleza

Los triglicéridos (TAG) son compuestos de reserva comunmente utilizados por
animales, plantas y otros organismos eucariotas como fuente de energia y carbono
[12]. Sin bien ésta no es una caracteristica ampliamente difundida entre organismos
procariotas, varias especies bacterianas pertenecientes a los géneros Mycobacterium
[122], Nocardia [45], Rhodococcus [123], y Streptomyces [124] son capaces de
sintetizar y acumular TAG como compuestos de reserva.

El Unico paso asociado especificamente con la biosintesis de TAG en la naturaleza
comprende la acilacién del diacilglicerol (DAG) con un tercer grupo acilo, haciendo de
este lipido un precursor fundamental de esta ruta biosintética. Se conocen tres
actividades enzimaticas diferentes capaces de catalizar esta reaccién: acil-CoA:DAG
aciltransferasa (DGAT), fosfolipido:DAG aciltransferasa y DAG:DAG aciltransferasa [47,
125-128]. Sin embargo, en bacterias las enzimas mas relevantes implicadas en esta
reaccidon son las acil-CoA:DAG aciltransferasas, que catalizan la formacién de TAG
utilizando acil-CoA y DAG como sustratos [42]. En particular, las DGAT bacterianas se
encuentran agrupadas en una familia de DGAT procariéticas, diferente de las familias
DGAT1 y DGAT2 halladas en organismos eucariotas [46, 47]. La misma se caracteriza,
entre otras cosas, por poseer especificidad de sustrato relajada en cuanto al alcohol
gue actia como sustrato, pudiendo acilar tanto DAG como alcoholes primarios,
generando tanto TAG como ceras, respectivamente [47]. En nuestro laboratorio se
identificaron tres enzimas pertenecientes a esta familia de proteinas en S. coelicolor,
siendo la aciltransferasa codificada por el gen Sco0958 la principal DGAT involucrada

en la acumulacién de TAG en este organismo [46].
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Figura 20. Sintesis de fosfolipidos y triglicéridos en bacterias. El acido fosfatidico
representaria el punto de bifurcacién entre ambas vias. (1), glicerol-3P aciltransferasa; (2),
lisofosfatidato aciltransferasa; (3), fosfatidato citidiltransferasa; (4), fosfolipido sintasa. PAP,
fosfatidato fosfatasa; DGAT, diacilglicerol aciltransferasa; DAG, diacilglicerol; TAG,
triacilglicerol; PP;, pirofosfato

La biosintesis de DAG involucra reacciones compartidas con la ruta de sintesis de
glicerofosfolipidos. La misma consiste en dos acilaciones sucesivas de glicerol-3-fosfato
(G3P), catalizadas por la G3P:aciltransferasa y la lisofosfatidato:aciltransferasa,
generando acido fosfatidico (PA, por phosphatidic acid) (Figura 20) [124, 129, 130]. El
PA puede ser canalizado hacia la sintesis de fosfolipidos a través del intermediario
liponucleotidico CDP-DAG, o alternativamente puede ser dirigido hacia la sintesis de
TAG por medio de la hidrdlisis catalizada por la enzima fosfatidato fosfatasa (PAP, por
phosphatidic acid phosphatase), generando DAG vy fosfato inorgdnico (Figura 20). Las
bacterias producen sus glicerofosfolipidos exclusivamente a través de la via
dependiente de CDP-DAG, por lo que el PA representa un punto de bifurcacién en el
metabolismo lipidico de estos organismos (Figura 20) [28, 131]. En este contexto, la

generacién de DAG seria la primera reaccién especifica de la sintesis de TAG en
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bacterias oleaginosas, lo que sugiere un rol clave de la actividad PAP en la regulacién
del flujo de PA hacia sintesis de TAG.

Las PAP han sido caracterizadas casi exclusivamente en organismos eucariotas,
por lo que se desconoce la relevancia funcional de estas enzimas en bacterias. En la
levadura Saccharomyces cerevisiae, las enzimas con actividad PAP juegan un rol central
tanto en el metabolismo lipidico como en los mecanismos de sefializacion intracelular
[132, 133]. Existen dos familias de enzimas PAP, denominadas PAP1 y PAP2: las
primeras son enzimas solubles, utilizan PA como Unico sustrato y muestran una
actividad Mg”** dependiente [134-136]; en cambio las segundas son enzimas integrales
de membrana, con actividad Mg2+ independiente y que pueden defosforilar varios
lipidos-fosfato estructuralmente relacionados como PA, lisofosfatidato (LPA),
isoprenoles-fosfato, diacilglicerol-pirofosfato (DGPP), entre otros. Esta caracteristica
hace que la familia PAP2 sea también llamada lipido-fosfato fosfatasa (LPP, por lipid-
phosphate phosphatase) [137].

Si bien la actividad enzimatica PAP1 de levaduras habia sido extensamente
caracterizada en lo que respecta a su enzimologia y regulacién, los genes responsables
de codificar esta actividad recién fueron identificados en el afio 2006 [138-140]. El
primer miembro de esta familia fue Pah1, responsable de proveer el DAG necesario
para la sintesis lipidica en S. cerevisiae (Figura 21) [58]. La mutacién en pahl causa
acumulacién de PA, niveles reducidos de DAG y TAG, y una alteracion del perfil de
fosfolipidos de la célula; es importante aclarar que en levaduras el DAG puede ser
utilizado para la sintesis de los fosfolipidos fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina a
través de la ruta de Kennedy [58]. Otros fenotipos de esta cepa mutante consisten en
una marcada expansién de membranas a nivel del reticulo endoplasmatico y del
nucleo, aumento en la expresion de los genes responsables de la sintesis de
fosfolipidos, disminucion de la velocidad de crecimiento a 30 °C y un fenotipo de
termosensibilidad a 37 °C [58, 141]. Los genes de la familia PAP1 estan altamente
conservados entre organismos eucariotas, y su existencia parece estar restringida a
este taxon, ya que no se han reportado homélogos a esta enzima fuera del reino

Eukarya.

-86 -



Capitulo Il

Figura 21. Esquema de las distintas enzimas con actividad PAP en S. cerevisiae. Lppl y
Dppl son proteinas integrales de membrana localizadas en Golgi y vacuola,
respectivamente. Pahl es una enzima soluble que cataliza la defosforilacién del acido
fosfatidico cuando se asocia a la membrana del reticulo endoplasmico. G, Golgi; RE, reticulo
endopldsmico; PA, acido fosfatidico; DAG, diacilglicerol.

Las enzimas PAP2 de S. cerevisiae estan codificadas por los genes dppl vy Ippl,
siendo el primero el principal responsable de esta actividad in vivo [142, 143]. Dpply
Lppl poseen 6 segmentos transmembrana y se encuentran localizadas en las vacuolas
y en el aparato de Golgi, respectivamente (Figura 21) [144-146]. En cuanto a la
especificidad de sustrato, Dppl muestra una clara preferencia por DGPP, mientras que
en Lpp1l la afinidad por PA y DGPP es similar [147, 148]. En conjunto, la familia PAP2
estd formada por mas de 600 proteinas tanto eucariotas como procariotas. Dentro de
este grupo, la Unica enzima bacteriana con actividad PAP caracterizada en cuanto a su
especificidad de sustrato es hasta el momento PgpB de E. coli [149]. En un principio, la
mutante en pgpB fue identificada en un aislamiento de cepas deficientes en la
actividad fosfatidilglicerol-fosfato (PGP) fosfatasa [150]. Sin embargo, estudios
posteriores demostraron que, in vitro, PgpB presenta una especificidad de sustrato
relajada que le permite defosforilar tanto PGP, como PA, LPA, DGPP y undecaprenil-
pirofosfato (C55-PP) [149-152]. Posteriormente, Touzé et al. reportaron que PgpB
prefiere lipidos-pirofosfato como sustrato, y sugirié un rol de esta enzima en el

metabolismo del C55-PP [151].
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Por otra parte, dentro de la familia PAP2 también han sido caracterizadas una
enzima de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC6803, denominada synLPP, y sus
homodlogas plastidicas en Arabidopsis thaliana, denominadas LPPJ, y, €1y €2 [153]. En
este trabajo se sugiere que estas proteinas pertenecerian a una subfamilia procariética
de LPPs, y su rol in vivo consistiria en proveer el precursor DAG para la sintesis del
monogalactosil y digalactosil-DAG presentes en las membranas fotosintéticas [153].

Teniendo en cuenta estos antecedentes nos propusimos encontrar las enzimas
responsables de proveer el DAG necesario para la sintesis de TAG en S. coelicolor. Al no
encontrarse homaélogos a proteinas de tipo PAP1 en este organismo, nuestra busqueda
se orientd hacia la familia de PAP2 procariéticas descripta anteriormente, utilizando a

la proteina synLPP como sonda en los analisis bioinformaticos subsiguientes.

7.2. Objetivos particulares

Teniendo en cuenta que se desconocia el paso enzimatico que genera el DAG
necesario para la sintesis de TAG en bacterias, nos propusimos identificar y
caracterizar las enzimas responsables del abastecimiento de DAG en S. coelicolor. Para
ello nos planteamos los siguientes objetivos particulares:

» Identificar y caracterizar las enzimas responsables de la actividad PAP en
S. coelicolor.
»  Estudiar el rol fisiologico de estas enzimas mediante la construcciéon y

analisis de mutantes en los genes que las codifican.

7.3. Resultados

7.3.1. Identificacidn de tres probables PAPs en S. coelicolor

Con el fin de identificar los genes que codificarian para posibles proteinas
pertenecientes a la familia PAP2, se realizé un analisis bioinformatico del genoma de S.
coelicolor a través de las herramientas “Conserved Domain Database”
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) y “Pfam”
(http://pfam.sanger.ac.uk/). Las mismas predicen la existencia de al menos 14
proteinas que poseen el dominio PAP2 (pfam1569) en el genoma de S. coelicolor.
Como se mencioné anteriormente, este tipo de enzimas estd involucrado en una
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diversidad de reacciones que comprenden la defosforilacion de lipidos-fosfato, por lo
que muchas de ellas podrian no estar necesariamente implicadas en el metabolismo
lipidico de este organismo. Por lo tanto, para identificar las probables proteinas con
actividad PAP responsables de la producciéon de DAG, realizamos una busqueda de
homologia de secuencia en el genoma de S. coelicolor utilizando a la proteina SynLPP
de Synechocystis sp. PCC6803 como sonda. Para ello utilizamos las herramientas
“BLAST” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) y “FASTA”
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/). La herramienta BLAST se basa en la busqueda
de similaridad local entre las secuencias que se comparan, mientras que el algoritmo
FASTA se caracteriza por realizar un andlisis de secuencias a nivel global [76, 77]. En
ambos casos las herramientas evaltan la significancia de los resultados asignando un
determinado valor E (“E-value”) para cada secuencia similar encontrada. Este valor
representa la probabilidad de encontrar al azar la coincidencia que esta calificando, y
por ello cuanto menor es el E-value, mayor significancia tiene el resultado obtenido. A
través de la herramienta FASTA se obtuvieron valores de E-value significativos (E-
value<107) sélo para las proteinas Sco1102, Scol1753 y Sco6355, en este orden. En el
resultado del analisis mediante BLAST, estas tres proteinas presentaron los mejores
parametros de coincidencia, mientras que a continuacién se encontraron otras
proteinas con E-value significativo, pero en las que la similaridad estuvo sélo limitada a
la region del sitio activo. A partir de estos resultados, decidimos concentrar el analisis
en estos tres candidatos, que fueron nombrados como Lppa (Scol102), LppPB
(Sco1753) y Lppy (Sco6355). Estas proteinas presentan un peso molecular estimado de
24,7, 37,8 y 28,3 kDa, respectivamente, serian proteinas integrales de membrana (ver
mas abajo) y ademds poseerian conservados los aminodcidos que definen el sitio

catalitico de la familia PAP2 (Figura 22.A).
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Figura 22. Identificacion de tres probables PAPs en S. coelicolor. A. Las tres proteinas
candidatas presentan conservados los dominios que definen el sitio catalitico PAP2. B.
Analisis filogenético de distitnas PAP2. Las enzimas de S. coelicolor (scoLPPs) se agrupan en
un clado denominado LPPs procaridticas. C. Prediccion de topologia de membrana para las
tres proteinas candidatas de S. coelicolor. Los nimeros denotan los aminoacidos que
marcan el principio y fin de cada segmento transmembrana. Las estrellas muestran la
ubicacion de los dominios cataliticos.

El analisis filogenético de las secuencias curadas de LPPs pertenecientes a
diferentes organismos, revelan que las proteinas LPP de S. coelicolor (denominadas en
conjunto, scolLPPs) se encuentran cercanas evolutivamente a synLPP, en el grupo de
“LPPs procaridticas”. Como se describe en Nakamura et al., las “LPPs plastidicas de
origen procariético de A. thaliana” (atLPPy, €1 and €2) forma un grupo separado,
mientras que en un clado diferente, las LPPs no plastidicas de A. thaliana (atLPPal,2,3)
se encuentran junto con las LPP de humanos (hsLPPs), ratén (mmLPPs) y levaduras
(scLPPs), en un grupo denominado “LPPs eucaridticas” (Figura 22.B).

La predicciéon de estructura secundaria y topologia de membrana se realizé
mediante el algoritmo MEMSAT-SVM (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) [78]. El

mismo revela que las tres scoLPPs poseerian 6 segmentos transmembrana, pero que
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tanto en Lppa como en Lppp los sitios activos se encontrarian hacia el citosol, mientras
que en Lppy estarian orientados hacia el exterior celular (Figura 22.C).

El subsecuente analisis de homologia de scolLPPs en otras especies reveld que
existen ortélogos de Lppa (Scoll02) conservados en todas las especies de
Streptomyces secuenciadas hasta el momento, asi como tambien en otras especies de
actinomicetes pertenecientes a los géneros Mycobacterium, Rhodococcus y Nocardia,
entre otros. La presencia de secuencias ortdlogas a LppB (Scol753) estd en cambio
limitada al género Streptomyces. Por otra parte, el marco abierto de lectura de Lppy
(Sco6355) es parte de un operdon compuesto por 5 genes (SCO6357-SC0O6353) que
también codifica para una histidin quinasa sensora y un regulador de respuesta
putativos. Ademds, esta agrupacién de genes se encuentra conservada sélo en S.
coelicolor y S. avermitilis.

La prediccion de los sitios activos hacia el exterior celular, y la ubicacion de Lppy
dentro de un operdn que no esta altamente conservado en Streptomyces ni en otros
actinomicetes, serian evidencias en contra de una relevancia biolégica significativa de
esta enzima en el metabolismo lipidico bacteriano. En cambio, los sitios activos de
Lppa y LppP se predicen hacia el interior celular, y ademas se encuentran secuencias
ortélogas a las mismas distribuidas en bacterias oleaginosas, mayormente
actinomicetes; por lo tanto postulamos que estas dos proteinas serian las mejores

candidatas a ser las PAP involucradas en la sintesis de DAG en este microorganismo.

7.3.2. La expresion heterdloga de Lppa y LppB causa un aumento de

DAG en E. coli

Con el objetivo de iniciar la evaluacidon de la actividad de las scolLPPs in vivo en E.
coli, los genes codificantes de las tres posibles PAP fueron amplificados por PCR y
posteriormente clonados en el plasmido de expresion pBAD33. Se generaron
constructos de ADN capaces de expresar una fusién de cada proteina a 6 residuos de
histidina N-terminal, bajo el promotor Pgap inducible por L-Arabinosa (L-Ara). Los
plasmidos de expresion conteniendo los genes Ippa, IppB y Ippy se denominaron
pBAD-Lppa, pBAD-LppB y pBAD-Lppy, respectivamente. Para la expresion heterdloga

se utilizé la cepa E. coli C41, que deriva de E. coli BL21 (DE3) y ha sido seleccionada por
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Figura 23. Sobreexpresion de scolLPPs en E. coli. A. Autorradiografia de lipidos totales
marcados con [*C]-acetato y resueltos por TLC para cada una de las cepas inducidas, o no,
con L-Arabinosa. La flecha marca la banda correspondiente al DAG. B. Western blot con
anticuerpos anti-His para cada una de las cepas expresantes de las scoLPPs. AG, acidos
grasos; DAG, diacilglicerol; FL, fosfolipidos; L-Ara, L-Arabinosa.

su capacidad para expresar en forma eficiente proteinas de membrana [154]. Las cepas
de E. coli C41 transformadas con cada uno de estos pldasmidos fueron cultivadas en
medio LB a 37°C hasta DOgponm=0,5, e inducidas mediante el agregado de L-Ara 0,2%.
Luego de la induccién de las scolLPPs, se adiciond [**C]-acetato, incubandose luego a
23°C con agitacion durante 16 horas. Los lipidos totales fueron extraidos por medio de
la técnica de Bligh y Dyer, resueltos por cromatografia en capa delgada (TLC) y
detectados por posterior autorradiografia (Figura 23.A). A partir de este ensayo se
observé que la expresién de Lppa y LpppB provoca un marcado aumento en los niveles
de DAG respecto de los controles sin inducir, como asi también un incremento en la
fraccién de acidos grasos libres. Si bien estos acidos grasos pueden provenir de la
hidrdlisis del exceso de DAG generado por las putativas PAPs, otro tipo de ensayos
serian necesarios para determinar si este cambio se debe particularmente a la
introduccion de esta actividad enzimatica en E. coli.

Para Lppy, sin embargo, no es posible detectar un aumento significativo en el
contenido de DAG, lo que puede deberse a un bajo nivel de expresién de esta proteina

o, alternativamente, a que ésta no presenta actividad PAP (Figura 23.A). En este
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sentido, el andlisis de la expresion de estas proteinas a través de experimentos de
Western blot utilizando anticuerpos anti-His, revelé que las tres scoLPPs estan siendo
expresadas a niveles detectables en este hospedador heterdlogo (Figura 23.B)

En conjunto, estos resultados sugieren que Lppy no presentaria actividad PAP, o
bien que bajo las condiciones de expresién utilizadas en este ensayo existirian
problemas de plegamiento en la proteina que conducirian a la formaciéon de una
enzima inactiva. Por otro lado, estos experimentos demostraron concluyentemente
que las proteinas Lppa y LppB son enzimas funcionales capaces de generar DAG en E.

coli.

7.3.3. Lppay LppP son capaces de defosforilar fosfatidato in vitro

Para cuantificar la actividad PAP en las cepas de E. coli que expresan las scoLPPs,
se disefiaron ensayos in vitro de micelas mixtas en presencia del detergente Tritén X-
100, utilizando dipalmitoil fosfatidato (PA) como sustrato [155]. En estas condiciones,
el sustrato lipidico es presentado a la enzima inmerso en una micela de detergente
[155, 156]. En este modelo, la actividad enzimdtica depende tanto de la concentracion
volumétrica de sustrato (moles/L), como de su abundancia en las micelas (fraccién
molar respecto al detergente) [157]. Estudios previos realizados variando las
concentraciones del sustrato y del detergente determinaron que la relacién dptima de
PA:Triton-X100 es 1:10, y los rangos de concentracion de PA utilizados varian entre 0,1
y 0,5 mM [58, 138, 155, 156].

En cuanto a la cuantificacion de los productos de la reaccidn, tradicionalmente se
ha utilizado PA marcado radiactivamente para lograr una suficiente sensibilidad en la
deteccidon [155]. Ademas el uso de sustratos radiactivos permite la medicidén de esta
enzima en matrices complejas, disminuyendo la interferencia con el fosfato o el DAG
presentes en la muestra. En estos experimentos, el PA puede marcarse
radiactivamente con *?P, con el fin de cuantificar el fosfato liberado luego de la
reaccion, o bien con *H o *C, para luego detectar el DAG generado [155, 158]. La
principal desventaja de estos métodos radica en la necesidad de sintetizar
enzimaticamente el sustrato radiactivo, debido a que el mismo no se encuentra

disponible comercialmente. Un método alternativo consiste en medir la actividad PAP
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a través de la deteccidn colorimétrica de fosfato por medio de la técnica basada en
verde de malaquita [151]. Sin embargo este protocolo sélo puede utilizarse para medir
actividad de proteinas puras, ya que el fosfato presente en extractos o fracciones
celulares parcialmente purificadas interfiere con la medicién.

En un primer intento, se sintetizd enzimaticamente el sustrato PA marcado
radiactivamente con *?P por medio de la incubacién de dipalmitoil-DAG y ATP-y-[>*P]
en presencia de la enzima comercial DAG quinasa de E. coli segun el protocolo
descripto por Walsh y Bell [159]. Sin embargo, debido a sucesivos inconvenientes que
se presentaron en la purificacion del [*2P]-PA, se decidi6 desarrollar un nuevo método
de deteccion de DAG basado en espectrometria de masa con ionizacién por
electrospray (ESI-MS, por electrospray ionization-mass spectrometry), evitando asi el
uso de sustancias radiactivas para la medicién de actividad PAP. La técnica de ESI-MS
permite detectar moléculas con alta sensibilidad y precisién a través de su ionizacién
en un campo eléctrico. En presencia de iones NH," en solucidn, el dipalmitoil-DAG
genera un aducto del ion molecular, [M+NH,4]", y sus productos de fragmentacién [M-
OH]" y [M-RCOO]", que pueden ser detectados por sus relaciones masa/carga (m/z) de
586,5, 551,5 y 313,2 respectivamente (Figura 24) [160].

Para los ensayos de medicién de actividad PAP se utilizaron las fracciones de
membrana de las cepas de E. coli C41 que expresan las respectivas scolLPPs; las

membranas fueron purificadas por ultracentrifugacién como se detalla en la seccién

Figura 24. lonizacion de dipalmitoil-DAG por medio de ESI-MS. A. lonizacion vy
fragmentacion de la molécula de DAG en presencia de iones NH,". B. Espectro de masa
obtenido mediante la inyeccidn de dipalmitoil-DAG puro, en presencia de acetato de

amonio.
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Materiales y Métodos. Los ensayos fueron realizados en un volumen de 100 pL,
conteniendo 25 mM Tris-HCl pH7,5, 2,5 mM Triton X-100 y 0,25 mM dipalmitoil
fosfatidato. La reaccién transcurrié a 30 °C durante 0-30 min, luego de los cuales se
procedié a una extraccion de tipo Bligh y Dyer, secando luego la fase orgdanica y
resuspendiendo la misma en cloroformo:metanol (1:4).

El proceso de optimizacién y validacién de la técnica ESI-MS por medio de la
inyeccién directa de estandares puros, o sometidos a las condiciones de reaccién
arrojé los siguientes resultados:

»  En presencia de acetato de amonio, el DAG pudo ser detectado como el
ion [M+NH,4]" (m/z=586,5) (Figura 24).

» Se observaron a su vez los iones correspondientes a la fragmentacion
del ion molecular: [M-OH]" (m/z=551.5) y [M-RCOO]* (m/z=313,2) (Figura 24).

»  El PA utilizado como sustrato no contiene niveles detectables de DAG.

»  El Triton X-100 co-purifica en la fase orgéanica de la extraccién de Bligh y
Dyer pos-reaccidon y enmascara completamente la deteccién del DAG.

Esta ultima observacion determind la necesidad de acoplar un protocolo de
cromatografia previa al andlisis de ESI-MS (LC-MS, por liquid chromatography-MS), de
manera de separar el detergente altamente ionizable del producto de reaccidon (DAG);
permitiendo entonces la ionizacién eficiente de este ultimo. Este proceso se realizd por
medio de una cromatografia de fase reversa C8, utilizando un sistema bifasico de agua
y metanol, con un gradiente lineal de 80% a 100% metanol (Figura 25). Ambos
solventes estuvieron suplementados con 5 mM acetato de amonio. En este caso se

pudo observar la separacién cromatografica de Triton X-100 (2-5 minutos pos-

Metanol

Figura 25. Separacion

s I » Y L cromatografica de DAG vy
o Triton X-100. Se utilizé una
qQ columna de fase reversa de

90+

Y

matriz C8 y un sistema de

PN AN ) .
“\'"*i[!"‘/’l o solvente binario de
801 T o100 metanol y agua, ambos

DAG
suplementados con acetato

de amonio 5 mM. DAG,
diacilglicerol.

70 : : . : o
0 5 10 15 20 PLIN b

-95-



Capitulo Il

inyeccidén) y DAG (12 minutos pos-inyeccion) (Figura 25). En estas condiciones el DAG
se ionizé en forma satisfactoria, e independiente de la presencia de Triton X-100 en la
muestra. La intensidad de deteccion del ion de m/z 586,5 fue proporcional a la masa
de DAG inyectada.

La presencia de cantidades significativas de dipalmitoil-DAG o de isémeros del
mismo provenientes de las muestras, puede interferir en la determinacion de actividad
PAP ya que éstos son indistinguibles del DAG generado durante la reaccidn in vitro. Si
bien la cantidad inicial de DAG puede ser cuantificada a través de un control a tiempo
cero, nos propusimos aumentar la especificidad del método para detectar
exclusivamente dipalmitoil-DAG, que es el producto generado in vitro por
defosforilacién del sustrato comercial dipalmitoil-PA. Para ello se incorpord al método
un paso de fragmentacién del aducto [M+NH.]", y deteccién del ion [M-RCOO]" a

través de espectrometria de masa en tandem (LC-MS/MS). La intensidad de este

Figura 26. Espectrometria de masa en tandem (LC-MS/MS) para la detecciéon de
dipalmitoil-DAG. A. Espectro de masas obtenido al aplicar una energia de colisiéon de 17 eV
sobre el ion molecular [M+NH,4]* (m/z 586,5). B. Deteccién de dipalmitoil-DAG en reacciones
de actividad PAP mediante LC-MS/MS.
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fragmento demostré ser proporcional a la masa de DAG inyectado como referencia.
Este paso adicional tiene como consecuencia la identificacién de DAG a través de la
transicion [M+NH,4]" > [M-RCOO]" (m/z 586,5 > m/z 313,3), que es especifica para
moléculas de DAG que poseen esterificados dos grupos acilos saturados de 16 dtomos
de carbono, eliminando parte de la senfal de fondo que provenga de isémeros
estructurales del mismo.

Habiendo completado la optimizacién de la técnica descripta anteriormente, en
la Tabla VIl se detallan los resultados de la medicidn de la actividad PAP para cada cepa
de E. coli sobre-expresante de scolLPPs. Se puede observar que tanto Lppa como Lppf
son capaces de hidrolizar dipalmitoil-PA; en contraposicién, la cepa sobre-expresante
de Lppy sélo muestra una actividad similar a la cepa que porta el pldsmido pBAD33

vacio utilizada como control.

Tabla VII. Actividad PAP de las cepas de E. coli que expresan las scoLPPs

Cepa Actividad PAP (nmol min™ mg™)?
E. coli C41/pBAD33 0,9+0,2
E. coli C41/pBAD-Lppa 2,51+0,06
E. coli C41/pBAD-LppP 4,5+0,1
E. coli C41/pBAD-Lppy 1,02 £ 0,08

%los valores representan la media * desvio estdndar de triplicados para cada

reaccion

7.3.4. La expresion de scolLPPs complementa el fenotipo temperatura

sensible de S. cerevisiae Adppl1Alppl1Apahl.

El genoma de S. cerevisiae codifica tres proteinas con actividad fosfatidato
fosfatasa: Dppl, Lppl y Pahl. En este organismo, como se describié anteriormente,
Pahl es la responsable de la sintesis de DAG mientras que las LPPs -Dppl y Lppl-
tendrian un rol en sefalizacion y carecerian de relevancia en el metabolismo lipidico
[58, 161]. La mutante pahl presenta marcada disminucidén en los niveles de TAG vy
DAG, asi como también un aumento en los niveles de PA y un perfil distorsionado de

fosfolipidos [58]. Curiosamente, esta mutante también presenta un fenotipo
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temperatura sensible a 37 °C [58, 141]. Si bien no se conoce con certeza la razén de
esta sensibilidad, se sabe que estd asociada a la actividad PAP que es relevante en la
sintesis lipidica, ya que la mutante Alpp1Adpp1 es capaz de crecer normalmente a 37°C
[58]. Es por esto que decidimos tratar de complementar este fenotipo temperatura
sensible a través de la expresion heterdloga de las scoLPPs. Para ello se clonaron los
genes correspondientes en el vector p425GPD como fusidon a histidinas, y se
transformé con los mismos a la cepa GHY58 (S. cerevisiae ApahlAdpplAlppl). El
pldsmido p425GPD posee un promotor constitutivo que dirige la expresién de estos
genes, y un marcador que confiere prototrofia a leucina en levaduras.

Las transformantes fueron seleccionadas en medio minimo YNB sin leucina y
suplementado con glucosa como fuente de carbono, y posteriormente inoculadas en
medio de cultivo liquido rico YPD, a 30 °C con agitacién durante 40 hs. A continuacién
los cultivos de las distintas cepas fueron normalizados a DOggonm=1, diluidos en forma
seriada, sembrados por duplicado en placas de YPD-agar y posteriormente incubados a
30 °C o 37 °C. Luego de 48 hs la cepa salvaje W303-1A fue capaz de crecer a 37 °C
mientras que la cepa mutante GHY58 no (Figura 27). Sin embargo la expresion de Lppa
y LppPB fue capaz de complementar, al menos parcialmente, el fenotipo temperatura

sensible de esta cepa mutante (Figura 27). Esta evidencia sugiere que tanto Lppa como

Figura 27. Complementacion del fenotipo temperatura sensible de la cepa de S. cerevisiae
GHY58. Las distintas cepas fueron cultivadas en medio liquido YPD a 30 °C, diluidas en
forma seriada, sembradas en placas de YPD e incubadas a 30 o0 37 °C.
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LppB estarian comportandose como PAPs involucradas en la sintesis de DAG,
cumpliendo asi una funcién diferente a las LPP nativas de levaduras. En cambio, no se
observo reestablecimiento del crecimiento a 37 °C con la expresién de Lppy (Figura
27). En forma paralela, la estabilidad del plasmido fue comprobada sembrando todas
las diluciones en placas selectivas, sin leucina, no observandose diferencia en el conteo

de colonias entre las distintas cepas que poseian plasmidos.

7.3.5. Lppa y LppP estarian involucradas en el metabolismo lipidico de

S. coelicolor

Para evaluar el rol in vivo de las scoLPPs en la sintesis de TAG en S. coelicolor,
realizamos mutantes simples de los genes SC01102, SCO1753 y SCO6355. Estas cepas
se obtuvieron por intercambio alélico a través de un doble evento de recombinacion,
en el que se reemplaza el gen salvaje por un alelo interrumpido por la insercion del
transposdén Tn5062. Cada mutacién se confirmd a través de PCR utilizando cebadores
complementarios a las secuencias del gen blanco y del transposén, corroborando la
amplificacién de fragmentos especificos para cada insercién como se detalla en la
seccion Materiales y Métodos. Se analizd el contenido de TAG en estas cepas, por
medio de extraccidn orgdnica de lipidos totales, resolucién por TLC y posterior tincidn
con cobre-fosfdrico y en todas las condiciones analizadas, la disrupcidon de cada uno de

estos genes por separado no tuvo efectos sobre el perfil lipidico de S. coelicolor.

20 hs 24 hs 30 hs Figura 28. Analisis de lipidos totales de

‘ TG la cepa salvaje M145 y la cepa
-. . ' . . mutante Ippa IppB8 cultivadas en en

medio SMM-Glc. Se muestra la

resolucidn por TLC de los lipidos totales
extraidos a los tiempos que se indican
sobre la figura. La flecha marca la
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Entonces, se procedid a construir mutantes dobles en los genes Ippa Ipp8, Ippa
Ippy vy Ippy IppB. El andlisis del perfil lipidico de estas cepas reveld que la cepa doble
mutante en los genes codificantes para las proteinas Lppa y LppB presenta niveles de
TAG reducidos en hasta un 50%, mayormente evidenciados en fase exponencial y de
transicion de crecimiento en medio minimo SMM-Glc (Figura 28). Este fenotipo pudo
ser complementado por una copia en trans tanto de Ippa como de Ipp8, cada una bajo
su respectivo promotor nativo. Se utilizé este medio de cultivo ya que en el mismo se
induce una fuerte produccién de TAG. Esto indica que tanto Lppa como LppP
presentan un rol activo en la sintesis in vivo de TAG en S. coelicolor. La medicién de
actividad PAP asociada a membrana, utilizando el método descripto anteriormente,
reveld6 ademas una disminucién del 28,2% en la actividad PAP de la cepa doble
mutante Ippa Ipp6 (3,1 £ 0,2 U/mg), respecto a la cepa salvaje M145 (4,29 + 0,09
U/mg).

Se puede observar ademds que a tiempos de cultivo mayores el contenido de
TAG en la cepa Ippa IppB se aproxima a los niveles salvajes, sugiriendo entonces que si
bien estas enzimas son PAP funcionales, existirian otras rutas capaces de generar DAG
in vivo. Estas alternativas podrian estar representadas por proteinas de la misma
familia de LPPs que podrian catalizar la defosforilacién de PA; o bien, otras vias
independientes de PA que aun no han sido descriptas y que jugarian un rol significativo

en el abastecimiento de DAG para la sintesis de TAG.

7.3.6. La sobre-expresion de Lppa v LppB causa un aumento en el

contenido de TAG de S. coelicolor

Para continuar caracterizando el rol fisiolégico de estas enzimas, se sobre-
expresaron los genes Ippa y IppB bajo el promotor constitutivo fuerte Pemex en el
contexto génico de la cepa salvaje M145. El cultivo de estas cepas en medio SMM-Glc
reveld que el crecimiento de las cepas sobre-expresantes de Lppa y LppP estaba
afectado respecto a la cepa control que poseia el vector vacio. Este hecho puede
deberse intrinsecamente a la actividad enzimatica de estas proteinas, que canalizan el
intermediario PA hacia la sintesis de DAG, en detrimento de la sintesis de fosfolipidos

de membrana; o a las consecuencias tdxicas que tiene per se el incremento en el
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contenido intracelular de DAG para la célula, probablemente a causa de la alteracion
de las propiedades biofisicas de las membranas [162]; o bien meramente a la toxicidad
que puede tener la sobre-expresién de proteinas de membrana [154]. Entonces, a
pesar de que el medio minimo SMM-Glc es el medio de cultivo preferencial para el
analisis de TAG, decidimos realizar cultivos en medio rico R5, donde el crecimiento fue
afectado en menor medida. En estas condiciones la expresién de Lppa provocéd un
aumento del 15,7% respecto al control durante la fase estacionaria inicial; en cambio
LppB causd un incremento mayor (29,9%), pero en fase estacionaria tardia (Figura 29).
En ambos casos estos resultados se debieron a un aumento en la tasa de biosintesis de
TAG, ya que la medicién de la incorporacidon de [**C]-acetato en TAG para estas cepas

demostré ser mayor al control salvaje en estos tiempos de cultivo.
En conjunto, estas observaciones estan de acuerdo con el rol de estas proteinas

como PAP funcionales capaces de generar DAG en S. coelicolor.

7.3.7. La co-expresion de scolLPP y DGAT es suficiente para la sintesis

de TAG en E. coli

E. coli es una bacteria gram negativa no productora de TAG. En este organismo,
el DAG se genera como consecuencia de la sintesis de oligosacaridos derivados de
membrana (MDO, por membrane derived oligosacharide), y es luego fosforilado por la

enzima DAG quinasa DgkA para reintroducirlo en la ruta de sintesis de fosfolipidos
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[163]. En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se demostré que la sola
expresion de la enzima DGAT no es suficiente para lograr la sintesis de TAG en esta
bacteria [46]. Sin embargo, la mutacion en dgkA aumenta los niveles de DAG
intracelular y permite la sintesis de TAG cuando se expresa una DGAT en esta cepa de
E. coli [46, 164]. Por lo tanto, el DAG seria el sustrato limitante de esta reaccién in vivo.

Teniendo en cuenta estas observaciones, se decidié evaluar en qué medida la
expresion de las scoLPPs en E. coli podria generar suficiente DAG como para permitir la
sintesis de TAG en esta bacteria. Para ello se expresaron en forma simultanea la
principal DGAT de S. coelicolor, Sco0958, en conjunto con Lppa o LppPB, en una cepa de
E. coli BL21. Se cultivaron entonces las cepas BL21/pBAD0958/pET28-Lppa vy
BL21/pBAD0958/pET28-LppP a 37 °C, y una vez alcanzada una DOgyonm=0,6 se indujo la
expresion de las enzimas DGAT y PAP por el agregado de L-Arabinosa 0,2% y de IPTG
0,1 mM, respectivamente, como se detalla en la Seccién Materiales y Métodos. En este
momento los cultivos fueron marcados radiactivamente por la adicion de [*C]-acetato
e incubados durante 20 hs a 23 °C con agitacién.

A través del andlisis del perfil lipidico de estas cepas fue posible detectar sintesis
de TAG sdlo cuando se expresé la enzima Sco0958 en conjunto con Lppa o Lppf. Estas

evidencias indican que estas PAP son capaces de proveer el DAG necesario para la

Figura 30. Sintesis de TAG en E. coli por
At medio de la co-expresion de las
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sintesis de TAG en una bacteria no oleaginosa como E. coli (Figura 30) y apoyan la

hipdtesis de que estas dos enzimas son PAP funcionales.

7.4. Discusion y conclusiones

La sintesis de TAG en bacterias es un campo de investigacion relativamente
reciente y en continuo crecimiento desde la identificacion de la enzima AtfA en el afio
2003 [47]. Los TAG sirven como compuestos de reserva de energia y carbono, siendo
mayormente sintetizados en condiciones de estrés y ante la disponibilidad de fuente
de carbono en el medio circundante. Organismos del género Rhodococcus son capaces
de acumular, en determinadas condiciones, hasta un 60% de su peso seco en
triglicéridos de reserva [12, 165]. Esto ha despertado un gran interés a nivel
académico, sobre todo en relacidon a la industria del biocombustible, ya que estos
microorganismos podrian ser utilizados como fuente alternativa de acidos grasos para
la sintesis de, por ejemplo, biodiesel. Por otro lado, estos lipidos neutros también son
acumulados por el patégeno Mycobacterium tuberculosis antes de ingresar al estado
de dormancia, siendo éstos utilizados como fuente de carbono al restablecerse el
crecimiento de esta bacteria y comenzar el desarrollo de la patologia [44]. En el género
Streptomyces, la capacidad de acumulacidon de TAG no se encuentra tan desarrollada
como en Rhodococcus, pero la sintesis y degradacién de los TAG estan relacionadas
con la produccién de metabolitos secundarios con actividad bioldgica [11, 46, 53]. Se
ha hipotetizado que estos compuestos pueden servir como reserva, donando unidades
de carbono a partir de su degradacién para la sintesis de metabolitos secundarios en
una fase estacionaria tardia del crecimiento bacteriano [11]. Sin embargo, estudios
realizados en nuestro laboratorio indican que en la transicion entre las fases
exponencial y estacionaria de crecimiento, donde la produccién de triglicéridos y de
actinorrodina se dispara practicamente en forma simultdnea, estas vias estarian
compitiendo por las unidades de carbono disponibles en la célula [46].

Teniendo en cuenta la gran relevancia que estos compuestos de reserva poseen
en los distintos géneros bacterianos, resulta de vital importancia comprender de qué
manera estos organismos los sintetizan, acumulan y finalmente los utilizan. Se han

realizado numerosos avances en lo que respecta a la identificacién y caracterizaciéon
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del Ultimo paso enzimatico de la sintesis de TAG catalizado por la enzima DGAT; sin
embargo hasta el inicio de nuestros estudios se desconocian las proteinas
responsables de proveer el DAG en organismos procariotas. Por lo tanto nos
propusimos identificar las proteinas responsables de la biosintesis de DAG en S.
coelicolor y trabajamos bajo la hipdtesis de que las PAP de tipo 2 serian las
responsables de esta actividad. Por medio de analisis bioinformaticos, identificamos
tres genes candidatos a codificar putativas PAP2. La expresién de dos de estos genes,
Lppa y LppB, provocd un aumento en el contenido de DAG y de la actividad PAP
asociada a membranas en E. coli. Ademas, estas dos proteinas fueron capaces de
complementar el fenotipo temperatura sensible asociado a la deficiencia en actividad
PAP de una cepa de S. cerevisiae. Estas observaciones indican que estas dos proteinas
son PAP2 funcionales, capaces de defosforilar acido fosfatidico. Luego, con el fin de
demostrar la relevancia fisiolégica de las tres PAPs putativas identificadas en S.
coelicolor en el metabolismo de TAG se realizaron cepas mutantes simples y dobles,
comprobdndose que solamente una doble mutante en los genes Ippa y IppB generaba
un fenotipo de reduccion en el contenido de TAG. Estos resultados sugieren que existe
cierta redundancia en las actividades de ambas enzimas, y que una podria
complementar la deficiciencia de la otra. Sin embargo, en el contexto de una doble
mutante aun fue posible detectar sintesis activa de TAG, que si bien fue menor
respecto a la cepa salvaje -o las correspondientes cepas mutantes simples-, la misma
se nivelé durante la fase estacionaria de crecimiento respecto a la cepa salvaje. Esta
observacion sugiere fuertemente que en este caso el DAG esta siendo generado por
vias alternativas, ya sea por otras proteinas con actividad PAP o a través de rutas
independientes al PA.

Los miembros de la familia de proteinas PAP2 se encuentran distribuidos
ampliamente en organismos eucariotas y procariotas [166]. Los estudios sobre estas
enzimas se han focalizado mayoritariamente sobre los primeros, donde las PAP2
tendrian funciones relacionadas con la seializacidn celular [140, 161]. En lo que
respecta al reino procariota, hasta el inicio de este trabajo de tesis se habian
caracterizado al menos dos enzimas de esta familia capaces de defosforilar PA en

especies no productoras de TAG: PgpB de E. coli y synLPP de Synechocystis sp.
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PCC6803. Recientemente se ha descripto una proteina de la familia PAP2 en la especie
oleaginosa de Rhodococcus jostii, denominada Ro00075 [166]. Esta enzima demostrd
ser una PAP capaz de defosforilar PA y generar DAG tanto en condiciones in vitro como
in vivo. Ademas, la sobre-expresion de esta enzima en especies oleaginosas del género
Rhodococcus, como R. opacus y R. jostii, provoca un aumento en el contenido de TAG
[166]. Curiosamente, esta proteina es esencial y su mutacion no es viable a menos que
se exprese esta proteina en forma ectdpica [166]. Sin embargo, en forma analoga a lo
que ocurre en S. coelicolor, en el contexto génico mutante aun se detecta una sintesis
de TAG significativa, por lo que también deberian existir en este microorganismo vias
alternativas -ya sea dependientes, o independientes de enzimas PAP- que provean el
DAG para la sintesis de TAG [166]. Por ejemplo, en bacterias gram negativas como E.
coli, el DAG es generado como consecuencia de la sintesis de MDO en periplasma, en
el que se utilizan la cabezas polares de los fosfolipidos para la sintesis de estos
oligosacdridos, liberando entonces el esqueleto de DAG como subproducto [163]. En
bacterias gram positivas en cambio, no hay sintesis de MDO. Sin embargo, en Bacillus
subtilis se ha reportado la generacion de DAG durante la sintesis de los dacidos
lipoteicoicos [167]. Estos acidos pueden estar constituidos por cadenas de glicerol-
fosfato derivado del fosfolipido de membrana fosfatidilglicerol. En este caso, la
remocidon del grupo glicerol-fosfato del fosfatidilglicerol genera DAG como
subproducto [167]. Teniendo en cuenta la longitud de estos componentes de
membrana, la sintesis de cada molécula de acido lipoteicoico generaria en promedio
33 moléculas de DAG [167]. En ambos casos, la reintroducciéon del DAG al circuito de la
sintesis de acidos grasos se da a través de una DAG quinasa: DgkA en E. coliy DgkB en
B. subtilis [163, 167].

Teniendo en cuenta estos antecedentes, cabe preguntarse qué otra vias de
generacién de DAG, como por ejemplo la via de sintesis de acidos lipoteicoicos, existen
en S. coelicolor; cdmo este organismo reintroduce las moléculas de DAG a la sintesis de
fosfolipidos o si, en cambio, las destina a la sintesis de TAG dependiendo de las
condiciones de crecimiento. Este tipo de conocimiento seria de gran importancia para
comprender las vias bacterianas de sintesis de TAG con vistas en un potencial interés

industrial, farmacéutico y/o médico.
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8. Capitulo llI

Produccion de TAG en E. coli utilizando enzimas de S. coelicolor

8.1. Introduccidn: Produccion microbiana de biocombustibles

La mayoria de los compuestos quimicos utilizados industrialmente, asi como
también los combustibles que se usan en todo el mundo, son actualmente derivados
de fuentes fésiles [168]. La combustidon de estos petroquimicos tiene consecuencias
negativas para el ambiente debido a la emisiéon de CO, -y el concomitante aumento del
efecto invernadero- y a la liberacion de gases contaminantes derivados del azufre y del
nitrégeno [169]. Este hecho, sumado a la disponibilidad cada vez menor de estas
fuentes, hace que encontrar sustancias renovables y quimicamente equivalentes a las
derivadas del petréleo sea un desafio impostergable en estos tiempos.

Los compuestos hidrocarbonados derivados de acidos grasos como alcanos,
alcoholes y biodiesel -entre otros-, poseen un gran potencial como biocombustibles
[170]. Sin embargo, la acumulacidon celular de estos compuestos se encuentra
generalmente limitada debido a una regulaciéon por retroalimentacién negativa y a
problemas de toxicidad [170, 171]. Una alternativa para solucionar estos
inconvenientes es la acumulacion de acidos grasos en forma de triglicéridos o ceras,
formando inclusiones lipidicas osmdticamente inactivas. En el ambito industrial, estos
compuestos son obtenidos tradicionalmente a partir de plantas, tal es asi que
alrededor del 20% del aceite vegetal producido mundialmente es utilizado en la
industria oleoquimica [172, 173]. Sin embargo también existen bacterias que pueden
producir y acumular cantidades significativas de TAG y ceras. Las mismas son por lo
general bacterias gram positivas de alto contenido de GC en su genoma, como las
pertenecientes a los géneros Streptomyces, Rhodococcus, Mycobacterium y Nocardia
[12]; aunque también se han encontrado algunas especies gram negativas, como
Acinetobacter baylyi, con la capacidad de acumular TAG y ceras [47, 48].

En términos productivos, y comparados con las plantas, los microorganismos
poseen un ciclo de vida mas corto, menor superficie requerida para su crecimiento,

son menos afectados por los cambios climdticos estacionales y tienen la posibilidad de
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ser escalados a nivel industrial [174]. Los microorganismos ofrecen, ademas, la
posibilidad de utilizar fuentes de carbono alternativas y sustentables como celulosa,
lignina, CO,, evitando asi la competencia por materias primas con el sector alimenticio
[175]. Sin embargo, los microorganismos que en forma nativa producen TAG en altas
cantidades generalmente poseen una baja velocidad de crecimiento respecto a otras
bacterias modelo como E. coli o B. subtilis [12, 176]. Ademas, en estas especies la
sintesis de TAG se encuentra regulada en funciéon de la disponibilidad de nutrientes y el
estadio de crecimiento. Esto hace que sean necesarias numerosas modificaciones
genéticas para lograr una alta produccion de TAG en condiciones industriales [177]. En
este contexto, la produccidon de TAG en E. coli puede ser una alternativa valida en el
futuro [176]. Este organismo constituye un hospedador heterdlogo de crecimiento
rapido, ampliamente utilizado para la expresién de proteinas recombinantes y para el
cual existen numerosas herramientas que permiten su modificacion genética y
metabdlica [170, 176]. E. coli se ha utilizado satisfactoriamente para la produccion de
acidos grasos libres, alcoholes de cadena corta y larga, biodiesel, alcanos, y otros
productos con potencial biocombustible [12, 171, 178, 179]. Sin embargo, se han
publicado hasta el momento unos pocos estudios en los que se expresan rutas
biosintéticas en E. coli con el fin de producir TAG [164, 177, 180]. Estas vias se basan en
la expresion de una enzima con actividad DGAT, capaz de esterificar los precursores
DAG vy acil-CoA. Sin embargo, para lograr la sintesis de TAG es fundamental aumentar
los niveles de DAG en E. coli, ya que la disponibilidad de este metabolito se encuentra
fuertemente regulada en este organismo [163, 176, 181]. Para ello se han
implementado dos estrategias distintas: por un lado, la sobre-expresion de la fosfatidil-
glicerol fosfatasa nativa PgpB en un contexto genético salvaje [177]; por otro, la
generacion de una cepa mutante en el gen dgkA, que codifica para una DAG quinasa
[46, 176, 180]. Esta mutacién impide el reciclaje de DAG producido durante la sintesis
de MDO, y por lo tanto provoca un aumento en los niveles intracelulares de DAG [163].

En el afio 2003, Kalscheuer y Steinblichel caracterizaron la primer DGAT
bacteriana: AtfA de Acinetobacter baylyi ADP1, capaz de acilar tanto DAG como
alcoholes primarios, generando TAG o ceras respectivamente [47]. Posteriormente en

nuestro laboratorio se identificé la enzima DGAT Sco0958 de S. coelicolor como la
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principal enzima responsable de la sintesis de TAG en esta bacteria [46]. Este trabajo
fue pionero en relaciéon a la sintesis de TAG en E. coli donde, con el objetivo de
caracterizar a la enzima DGAT, se expreso la misma en una cepa de E. coli mutante en
el gen dgkA y se detectd por primera vez la sintesis de novo de TAG en esta bacteria
naturalmente no oleaginosa [46]. A posteriori Rucker et al. reportaron la produccién
de TAG en E. coli a través de la expresion de la fosfatasa PgpB y la DGAT AtfA,
alcanzando titulos de 1,1 mg/L [177]. Hacia fines del afio 2013 Lin et al. [180],
siguiendo el enfoque de Arabolaza et al. [46], expresaron las DGAT Sco0958 y WS1, de
S. coelicolor y Marinobacter hydrocarbonoclasticus, respectivamente, en una cepa de
E. coli AdgkA [180]. En este trabajo se llegd a obtener 4,55% de TAG (g TAG/100 g de
material celular seco) expresando la enzima WS1. Por ultimo, en el afio 2014 Janssen y
Steinblichel, lograron alcanzar una produccion de 8,2% de TAG y 522 mg/L de medio
de cultivo expresando AtfA en una cepa de E. coli AdgkA y cultivando esta cepa en
batch alimentado con limitacion en la fuente de nitrégeno [164]. En este mismo
trabajo, la expresion de AtfA junto con la fosfatasa PgpB, en un contexto de una cepa
de E. coli salvaje, acumuld un 0,3% de TAG mientras que, curiosamente, no se evalud la

co-expresion de las enzimas AtfA-PgpB en un contexto AdgkA [164].

8.2. Objetivos particulares

En el presente capitulo nos propusimos utilizar los conocimientos acerca de la
sintesis de TAG en S. coelicolor desarrollados en nuestro laboratorio, a fin de optimizar
una cepa de E. coli para la produccién de estos lipidos neutros. Para ello nos
planteamos:

»  Analizar el efecto de la expresion de la enzima PAP LppP sobre la sintesis
de TAG de una cepa de E. coli AdgkA que también expresa la DGAT Sco0958.

»  Optimizar el flujo de carbono hacia la sintesis de TAG a través de
herramientas de ingenieria metabdlica.

»  Evaluar la produccién de TAG en cultivos de batch alimentado con el fin

de maximizar la productividad volumétrica de nuestro sistema.
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8.3. Resultados

8.3.1. LppP tiene un impacto positivo en la sintesis de TAG en E. coli

En el Capitulo 2 del presente trabajo de Tesis se describid que la enzima PAP
LppPB es capaz de proveer el DAG necesario para la sintesis de TAG catalizada por la
DGAT Sco0958, al ser ambas expresadas en E. coli. En esos estudios se demostré que la
expresion de la DGAT Sco0958 en una cepa de E. coli BL21 no fue suficiente para
alcanzar niveles detectables de TAG, mientras que cuando se co-expresd LppB y
Sco0958 en este contexto genético E. coli fue capaz de acumular triglicéridos (Figura
30, pagina 102). Por otro lado, Arabolaza et al. habian reportado que la expresion de
Sco0958 en una cepa de E. coli AdgkA -en donde los niveles de DAG estdn
marcadamente aumentados- era suficiente para sintetizar y acumular TAG [46]. Estas
evidencias sugieren que el DAG es un metabolito limitante para la sintesis de TAG en E.
coli. Con el fin de evaluar si el DAG continuaba siendo un factor limitante en el
contexto genético AdgkA, se realizaron ensayos de expresién de Sco0958 y LppB en
una cepa E. coli BL21 AdgkA. Esta cepa se obtuvo por transduccién generalizada con el
fago P1 utilizando como dadora a la cepa JW4002 (dgkA::Km, Keio collection [55]). Una
vez transducido el gen dgkA::Km, se elimind el marcador de kanamicina por
recombinacion sitio especifica mediada por la recombinasa FLP, como se detalla en

Materiales y Métodos [61]. Esta cepa fue transformada con los plasmidos pBAD-0958 y

Calle 1 2 3 4 Figura 31. Co-expresion de LpppB

y Sco0958 en E. coli AdgkA.
i . ._ TAG Autorradiografia de lipidos totales
marcados con [*C]-acetato vy
resueltos por TLC de la cepa
MPS11/pET28-0958/pBAD-LppB
inducida como se detalla en cada
- - - _AG c?lle.. .FL, fosfoll"pi'dos; DAG,
diacilglicerol; AG, acidos grasos;
TAG, triacilglicerol; L-Ara, L-
[ — Arabinosa; IPTG, isopropil-B-D-
S A s R - DAG tiogalactopirandsido.
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pET28-LPPB, en donde la expresiéon de la DGAT es inducida por L-Arabinosa y la
expresion de la PAP por IPTG, respectivamente.

El experimento de induccién se realizé cultivando la cepa generada a 37 °C hasta
DOgoonm=0,6, donde se dividid el cultivo inicial en cuatro alicuotas y se indujo la
expresion de la DGAT en las fracciones correspondientes. Luego, se disminuyd la
temperatura de incubacién a 23 °C, y una hora mas tarde se adicioné IPTG 0,1 mM
para inducir LppB en los cultivos correspondientes, a la vez que se marcd
radiactivamente a los mismos por agregado de [**C]-acetato. Estos cultivos fueron
incubados a 23 °C con agitacién durante 16 hs, luego se extrajeron los lipidos totales y
se separaron por medio de TLC. A partir de la autorradiografia de la TLC
correspondiente se puede observar que, efectivamente, la sola expresion de la enzima
DGAT es suficiente para la sintesis de TAG en esta cepa (Figura 31, calle 2). Mas aun, la
co-expresion de Sco0958 y LppP es capaz de aumentar los niveles de TAG 1,6 veces
respecto de la cepa que sélo expresa Sco0958 (Figura 31, calle 4). Curiosamente,
también se detectd sintesis de TAG en condiciones donde Sco0958 no habia sido
inducida (Figura 31, calles 1y 3), posiblemente debido a una expresién residual de esta
DGAT a partir del promotor Pgap 0, como sugiere Rotering H. et al., debido a la
existencia de un metabolismo minoritario de lipidos neutros aun no descripto en E. coli
[182].

En definitiva, estos resultados indican que la disponibilidad de DAG es crucial
para obtener mayores niveles de sintesis de TAG, y que la expresion de la enzima PAP

LppP ayuda a superar esta limitante.

8.3.2. Cuantificacion de TAG por medio de espectrometria de masas

Los TAG son generalmente cuantificados a través de la derivatizaciéon de sus
acidos grasos a metil-ésteres y posterior resolucion por cromatografia gaseosa
acoplada a espectrometria de masa (GC-MS) [164], o por saponificacién de sus acidos
grasos y posterior deteccidn colorimétrica de los mismos [45]. Ambas técnicas incluyen
un paso de modificacidn en el que se pierde la informacion de la identidad de las
especies de TAG, determinandose el contenido promedio de cada acido graso en la

muestra. Mas aln, cuando los TAG son compuestos minoritarios en el total lipidico de
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Figura 32. LC-MS de los compuestos puros tripalmitina y cetil palmitato. A. Cromatograma
seleccionando los iones [M+NH,]* correspondientes a cetil palmitato (verde, m/z 498,52) y
tripalmitina (anaranjado, m/z 824,77). B. Espectro de masa tomado a los 5,3 min de
elucion, correspondiente a la elucién de cetil palmitato. C. Espectro de masa tomado a los
14,5 min de elucidn, correspondiente a la elucion de tripalmitina.

la célula, es necesario un paso previo de separaciéon y purificacién, generalmente
realizado a través de TLC preparativa y extraccidon organica de la porcion de silica que
contiene a los lipidos de interés. Estos tratamientos previos a la identificacidn,
adicionan tiempo vy dificultad a la técnica, y son potenciales fuentes de error en las
determinaciones.

La técnica de LC-MS es una herramienta precisa y sensible que permite, a través
de un paso de LC, separar los compuestos en funcidn de sus caracteristicas quimicas, y
luego por medio de MS ionizar la molécula de TAG completa, generando un ion
molecular del que se puede inferir la composicion de grupos acilos a partir de su
relacion m/z [160]. Ademds, en los casos en que es necesario determinar
inequivocamente la identidad de los grupos acilos en cada posicidn, se pueden realizar
ensayos de fragmentacion de cada especie de TAG a través de MS/MS [160, 177]. Por
ejemplo, Rucker et al. utilizé la técnica de LC-MS/MS para la cuantificacion de TAG en
cepas de E. coli [177]: los autores realizan una separacién cromatografica en columna
de fase reversa C18 a una temperatura de 55 °C, utilizando acetonitrilo e isopropanol
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suplementados con formiato de amonio como fase mavil. A través de este método, los
autores lograron ionizar los TAG formando el ion molecular [M+NH,]" e identificaron
cada compuesto por fragmentacion en ensayos de MS/MS. Sin embargo, este método
requiere un analisis exhaustivo de los iones moleculares y sus fragmentos derivados.
Ademas, como los picos de elucidon correspondientes a cada especie de TAG eluyen
solapados, debido a una baja resolucion cromatografica, se requiere una corrida
cromatografica adicional para identificar cada especie de TAG, en el caso que se quiera
analizar su identidad por MS/MS.

Teniendo en cuenta nuestra experiencia previa en la determinacion de DAG por
LC-MS, se desarrollé6 un método basado en una separacién cromatografica en fase
reversa con matriz C8, utilizando metanol suplementado con acetato de amonio como
fase movil. Se utilizé tripalmitina como TAG estandar, y a partir de la inyeccién del
mismo en el sistema de LC-MS se pudo corroborar su ionizaciéon como [M+NH4]" con
un m/z= 824,77 (Figura 32). El cetil palmitato se adiciond a la muestra con el fin de
utilizarlo como un control interno (Figura 32). Ademas se calculé una curva de
calibracién a partir de la regresion lineal entre el area de los picos para el idn [M+NH4]"

y la cantidad de moles inyectados en la muestra.

Figura 33. Cromatograma de una muestra de E. coli productora de triglicéridos obtenido a
partir de la técnica de LC-MS. Debajo del grafico se muestra la leyenda de colores que
identifica a cada especie de TAG detectada, acompaiada de su tiempo de elucién en este

sistema.
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La inyeccidn de extractos lipidicos totales de las cepas de E. coli productoras de
TAG en el sistema de LC-MS arrojé como resultado perfiles de elucidon de los distintos
TAG como el que se muestra en la Figura 33. La inferencia de los isdmeros de acidos
grasos a los que corresponde cada especie de TAG se realizé en funcién de la
composicidon de acidos grasos de E. coli a 20-22 °C reportadas en estudios previos
(Tabla VIII) [183].

En conclusidn, se desarrollé un método que permite separar los TAG del resto de
los lipidos celulares a través de una columna cromatografica de fase reversa C8 y a la
vez determinar tanto la cantidad como la composicion de los mismos por MS, sin
necesidad de derivatizar ni separar previamente los distintos compuestos del extracto

lipidico.

Tabla VIII. Composicién de acidos grasos de E. coli cultivada a 20-22 °C. Adaptada
de Cahoon et al. [183]

Acido graso ‘ 14:0 16:0  16:1A°  16:1A° 18:1A® 18:1A'  Otros®

Contenido (%) ‘ 5,3 27,8 NDP 21,1 NDP 36,6 6,7
®Incluye &cidos grasos de 12:0, 18:0 y derivados ciclopropanos

®ND: No detectable

8.3.3. La optimizacion del sistema de expresion de Sco0958 v LppB

conlleva a un aumento en el contenido de TAG

Con el objetivo de optimizar la produccién de TAG, se construyeron distintos
vectores plasmidicos, que difieren en el promotor y en el origen de replicacién, de
manera de modular la expresién de Sco0958 y LppP y evaluar su impacto sobre el
contenido de TAG. Para ello, los genes que codifican para estas proteinas fueron
clonados en los vectores pET28 (ori ColE1, P17) y pBAD33 (ori p15A, Pgap), Ya sea en
forma independiente, o formando operones bicistrénicos (Figura 34.A). Estos
plasmidos fueron introducidos en E. coli BL21 AdgkA por transformaciéon, generando

cuatro cepas derivadas cuyo contenido de TAG fue analizado a través de ensayos de
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Figura 34. Optimizacidon del sistema de expresion de los genes SCO0958 y Ipp8 en la cepa
MPS11. A. Esquema de los vectores utilizados. Los circulos grises representan las
secuencias de unién a ribosoma de cada gen. B. Cultivos de la cepa MPS11 portando los
diferentes sistemas de expresion (1-4) fueron inducidos con IPTG y/o L-Arabinosa como se
describe en Materiales y Métodos y la produccion de TAG fue cuantificada por LC-MS.

expresion de proteinas similares a los descriptos anteriormente. Los resultados de esta
cuantificacion revelan que el sélo hecho de expresar la DGAT Sco0958 con el promotor
P es suficiente para aumentar los niveles de TAG respecto a las cepas evaluadas en la
secciéon previa (Figura 34.B, columna 2a vs 1b). Esto sugiere que esta actividad
enzimatica es limitante para la formacidn de TAG cuando se la expresa a partir del
promotor Pgap. En forma consecuente con los ensayos anteriores, en ambos casos la
expresion adicional de la enzima PAP LppB logrd incrementar los niveles de TAG
(Figura 34.B, columnas 1b y 2b). La produccidn maxima (3,95% TAG) fue alcanzada
mediante la co-expresion de SCO0958 desde el promotor fuerte T7, y Ipp8 desde Pgap
(Figura 34.B, columna 2b). Curiosamente la expresién de los operones SCO0958-/pp6,
tanto desde Py; como desde Pgap, causd una menor acumulacion de TAG (Figura 34.B,
columnas 3 y 4). El analisis de la expresion de ambas proteinas a través de ensayos de
Western blot con anticuerpos anti-His reveld que en ambos casos los niveles de
Sco0958 se ven severamente afectados en comparacion a las cepas donde ambas
proteinas son expresadas en replicones independientes; siendo ésta posiblemente la

causa de la baja eficiencia en la acumulacién de TAG en dichas cepas (Figura 35).
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Los resultados anteriores demuestran que para alcanzar un nivel maximo de TAG
es necesario alcanzar un balance relativo en la fuerza de expresidon de ambas proteinas
(Figura 35). En este sentido, se observd que existe una interaccion entre ambos
sistemas de expresion: en la Figura 35 puede observarse que los niveles de expresion
de Sco0958 disminuyen marcadamente cuando esta proteina es co-expresada junto a
LppB, respecto a la situacién donde es expresada sola. Esto puede deberse a una
cuestién meramente regulatoria, relacionada con la represidon catabdlica del
metabolismo de azlcares, o bien, a que la alta demanda energética celular asociada a
la co-expresién de ambas proteinas, provoque una disminucién en la eficiencia de
transcripcién-traduccién respecto a la situacion en la cual sélo Sco0958 es expresada.
Teniendo en cuenta estas hipotesis, se decidid evaluar en la cepa cuyo contenido de
TAG fue maximo, el efecto de la modulacién de la concentracién del inductor de Lppp,
L-Arabinosa (L-Ara), sobre la acumulacién de TAG. A través de ensayos de expresion, se
pudo comprobar que existe un maximo en el contenido de TAG de 4,15%, cuando la
concentracion de L-Ara es de 0,1% (Figura 36). El ensayo realizado con una cepa
isogénica, pero que porta el vector vacio pBAD33 en reemplazo del vector pBAD-LPPS,
permitid corroborar que el incremento en el contenido de TAG observado tras la
adicion de cantidades crecientes de L-Ara fue debido a la expresién de la PAP,yno ala

utilizacién de este azucar como fuente de carbono (Figura 36).

Figura 35. Andlisis de la expresion de His-Sco0958 y LppB en los distintos sistemas de
expresion. Cultivos de las cepas de E. coli MPS11 portando los diferentes sistemas de
expresion (1-4, Figura 34.A) fueron inducidos con IPTG y/o L-Arabinosa como se describe
en Materiales y Métodos. La expresién de estas proteinas fue detectada a través de
western blot utilizando anticuerpos anti-His. La calle 1 corresponde a la cepa MPS11 sin

plasmidos. Los
1 2 3 4 5 6 7 numeros inferiores se
66 kDa — corresponden con los
45 KDa Ry ey S —— <91 His-Sc00958 sistemas de expresion
r— de la Figura 34.
el - B . <3 His-LppB
31 kDa — . — = .
- - + + + + - IPTG 100 uM
- + + - + - + L-Arabinosa 0,2%

1a 1b 2a 2b 3 4
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Figura 36. Efecto del agregado del
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En conclusién, a través del ensayo de distintas variantes en los vectores de
expresion de Sco0958 y LppfB se logrd incrementar el contenido de TAG de un 2,4% en
la condicién 1b a un 3,95% en condiciéon 2b (Figura 34). Luego, a través de la
modulaciéon de la cantidad de inductor de LppP fue posible lograr un incremento
adicional de alrededor del 5%, lograndose alcanzar un maximo de 4,15% de TAG

(Figura 36).

8.3.4. Comparacioén del perfil lipidico de las DGAT Sco0958 y AtfA

La enzima AtfA de A. baylyi ADP1 fue el primer miembro caracterizado de la
familia de DGAT procaridticas, desde entonces nombrada WS/DGAT (por wax
synthase/diacylglycerol acyltransferase) [47]. La expresion heterdloga de esta enzima
ha sido utilizada para la producciéon de una gran variedad de metabolitos en E. coli,
entre los que se encuentran metil- y etil-ésteres de acidos grasos, ceras de cadena
larga y triglicéridos [177, 178, 184]. Con el objetivo de evaluar la capacidad de esta
enzima de generar TAG en E. coli, y compararla con la DGAT de S. coelicolor, Sco0958,
se generd una cepa de expresion E. coli BL21 AdgkA/pET28-AtfA/pBAD-LPPB, que
posee al gen atfA bajo el control de P17 y a IppB bajo el control de Pgap. Esta cepa fue

capaz de producir TAG en forma satisfactoria, pero a niveles 10,6% menores
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Figura 37. Perfil lipidico de cepas que
expresan Sco0958 o AtfA Cultivos de las
cepas MPS11 que portan los plasmidos
detallados en la parte inferior fueron
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comparados con la expresion de Sco0958. Ademas, en las cepas que expresan AtfA se
detectd un compuesto adicional, cuya migracidon en TLC indicaria que se trata de una
cera (Figura 37). Este resultado estd de acuerdo con estudios previos en donde se
demostré que AtfA es capaz de sintetizar butil-ésteres de acidos grasos en E. coli, aln
sin suplementar el medio de cultivo con el alcohol correspondiente [178].

Estos resultados indican que Sco0958 tiene una mejor eficiencia de produccion
de TAG en E. coli, pudiéndose deber esto a una mejor actividad de esta enzima frente a
DAG, o bien a una mejor expresion de la misma en este hospedador heterélogo. Sin
embargo, aun cuando la expresion de AtfA pudiera ser optimizada para incrementar el
contenido de TAG, las observaciones anteriores indican que Sco0958 tendria una
mejor especificidad que AtfA para generar TAG como producto, y por ende Sco0958
seria un mejor candidato de enzima DGAT para la produccién de este lipido neutro en

E. coli.

8.3.5. Optimizacion del sistema de produccién de TAG a través de

ingenieria metabdlica
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Habiendo dirigido nuestro esfuerzo en los apartados anteriores a asegurar la
disponibilidad de DAG para la sintesis de TAG, nos propusimos evaluar qué otros
metabolitos podrian estar siendo limitantes para alcanzar un mayor contenido de TAG
en E. coli. Primero decidimos aumentar los niveles del otro sustrato de Sco0958, los
acil-CoA, a través de la sobre-expresion de fadD y la delecidon del gen fadE. FadD es una
acil-CoA sintetasa capaz de activar acidos grasos (AG) libres esterificAndolos con una
molécula de CoA [23], mientras que FadE es una acil-CoA deshidrogenasa que cataliza

la primer reaccion del ciclo de la B-oxidacién de acidos grasos, la oxidacion de un acil-

Figura 39. Rutas metabdlicas implicadas en la sintesis de TAG en E. coli. Los pasos
enzimaticos expresados en forma heterdloga se encuentran encuadrados en color. La
mutacion en el gen dgkA estd sefialada a través de una cruz roja. Sco0958, LppB y ACC
corresponden a las enzimas DAG aciltransferasa, fosfatidato fosfatasa y acetil-CoA carboxilasa
de S. coelicolor, respectivamente. (1) Glicélisis; (2) Acetil-CoA carboxilasa; (3) Malonil-CoA:ACP
transacilasa; (4) Glicerol-3P deshidrogenasa; (5) Glicerol-3P y lisofosfatidato aciltransferasas;
DHAP, dihidroxiacetona-fosfato; FAS, sintasa de acidos grasos; MDO, oligosacaridos derivados
de membrana;PA, acido fosfatidico; DAG, diacilglicerol; TAG, triacilglicerol.
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CoA a un 2-enoil-CoA [185]. En este sentido, la co-expresion de las enzimas Sco0958 y
LppB en un contexto genético BL21 AdgkA AfadE llevé a un incremento de un 9% en el
contenido de TAG (Tabla IX). Curiosamente, la sobre-expresion de FadD en esta cepa
no contribuyd a un aumento en la sintesis de TAG, indicando que probablemente la
expresion enddgena de esta enzima es suficiente para cubrir las necesidades de acil-
CoA por parte de Sco0958 (Tabla IX).

Tabla IX. Contenido de TAG de las cepas evaluadas en esta seccion

Genotipo Gen (s) expresados desde TAG (% peso
relevante pBAD pET28 celular seco)®
1 AdgkA lopB SC00958 4,15 + 0,05
2 AdgkA AfadE lopB SC00958 4,52 + 0,08
3 AdgkA AfadE lopB SC00958-fadD 3,9+0,1
4 AdgkA AfadE Ipp8 SCO0958-gpsA 4,1+0,2
5 AdgkA AfadE Ipp8 SCO0958-SCO0958 4,45 + 0,07
6 AdgkA AfadE Ipp8 SCO0958-fadR 29+0,3
7 AdgkA AfadE Ipp8 SCO0958-accA2-accE-accB 4,85 + 0,08

%los valores representan la media * desvio estdndar de triplicados para cada

determinacion

Con el fin de lograr un incremento mayor en el contenido de TAG de esta cepa,
nos propusimos sobre-expresar proteinas involucradas en pasos claves del
metabolismo, que pudieran estar limitando el flujo de carbono hacia triglicéridos. En
este sentido, se generaron vectores de expresion derivados del plasmido pET28-0958
en el que los genes codificantes de las siguientes enzimas fueron clonados formando
un operdn bicistronico en conjunto con SCO0958: 1) GpsA, glicerol 3-fosfato (G3P)
deshidrogenasa (G3P dH) de S. coelicolor que cataliza la generacién de G3P a partir del
intermediario dihidroxiacetona-fosfato. El G3P es un precursor de la sintesis de acido
fosfatidico, y en este sentido se ha reportado que la expresién de la G3P dH de
Sacharomyces cerevisiae en Brassica napus provoca un aumento del 40% en el
contenido de aceites en semilla [186]; 2) una segunda copia de SCO0958; 3) FadR, el
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regulador transcripcional del metabolismo de AGs en E. coli [84, 89], cuya sobre-
expresion causa un incremento significativo en el contenido de acidos grasos de esta
bacteria [187]; 4) El complejo acetil-CoA carboxilasa (ACC) de S. coelicolor, formado por
las subunidades AccA2, AccB y AccE, que genera el malonil-CoA necesario para la
sintesis de AG [39, 102]. El analisis del contenido de TAG en cada una de las cepas
derivadas de E. coli BL21 AdgkA AfadE (MPS13) revelé que sélo la expresion adicional
del complejo ACC de S. coelicolor fue capaz de lograr a un moderado aumento en el
contenido de TAG (Tabla IX). La cepa E. coli BL21 AdgkA AfadE/pET28-0958-ACC/pBAD-
LPPB (Figura 39) alcanzé un contenido de TAG de 4,85%, un 7,3% de incremento
respecto a la cepa isogénica que no expresa la ACC (E. coli BL21 AdgkA AfadE/pET28-
0958/pBAD-LPPB). Este efecto podria deberse a un incremento en la sintesis de acidos
grasos en forma analoga a lo que ocurre cuando se sobre-expresa la ACC nativa de E.
coli [188]. En estas condiciones, la mejora en la sintesis de TAG podria deberse tanto al
incremento en el abastecimiento de DAG, a través del intermediario PA, como del

precursor acil-CoA.

8.3.6. Aumento de la productividad volumétrica por medio de cultivos

de alta densidad en batch alimentado

Uno de los objetivos primordiales en el desarrollo de un sistema heterdlogo de
produccién de TAG es el posterior escalado del proceso a niveles industriales. En este
sentido, los cultivos en batch alimentado han sido ampliamente utilizados para
producir proteinas recombinantes y/o metabolitos celulares en E. coli. Esta técnica se
basa en el control continuo de los pardmetros de oxigenacién, temperatura, pH vy
concentracion de fuente de carbono del cultivo en crecimiento. En un primer
momento se cultiva al organismo en un medio de cultivo apropiado hasta el consumo
total de la fuente de carbono. Luego, por medio de una bomba peristaltica, se adiciona
fuente de carbono a un flujo controlado que permite variar la velocidad de crecimiento
del mismo, logrando de esta manera un control integral del proceso y llegando a
concentraciones celulares mayores a 100 unidades de DOggonm para E. coli.

En este sentido, se decidid cultivar en batch alimentado a la cepa E. coli AdgkA

AfadE/pET28-0958-ACC/pBAD-LPPB. Se utilizdé medio de cultivo minimo mineral,
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descripto en la seccién de Materiales y Métodos, y glucosa como fuente de carbono.
Como en la induccidn del sistema se utiliza el azticar L-Arabinosa, se decidié realizar
una delecién en el operdn araBAD. Estos genes codifican para las enzimas
responsables del catabolismo de L-Arabinosa y por ende su delecién asegura la no
degradacion del inductor a lo largo del proceso de cultivo generandose entonces un
inductor gratuito.

Los cultivos se realizaron inicialmente a 37 °C, con una concentracidn de glucosa
de 20 g/L y asegurando un nivel de saturacién de oxigeno mayor al 40% para mantener
a las células en un metabolismo aerdbico. Luego del consumo total de la fuente de
carbono (DOgoonm aprox. 20), se conectd la bomba de alimentacion de manera de
suministrar glucosa pero manteniéndola como sustrato limitante. El objetivo de no
lograr un exceso de la fuente de carbono radica en que en esas condiciones, el ciclo de
Krebs de E. coli se ve saturado, siendo la bacteria es capaz de respirar y fermentar el
azucar de manera simultdnea. Esta situacion metabdlica lleva a un menor rendimiento

de la fuente de carbono y a la produccién de acido acético, cuya acumulacion es

Figura 40. Cultivo de E. coli MPS15/pET28-0958/pBAD-LppB en batch alimentado. Esta cepa
de E. coli fue cultivada a altas densidades como se describe en el texto, tomandose alicuotas
periédicamente para la determinacién de DOggonm, CONcentracién de glucosa y contenido de
TAG. Los valores corresponden a triplicados para cada determinacion.
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detrimental para la produccion heteréloga de proteinas. La induccién de la produccién

de proteinas heterélogas se realizé a una DOggonm de 60, luego de bajar la temperatura

del cultivo a 23 °C para mejorar la solubilidad de las proteinas expresadas.

Periddicamente se tomaron muestras para analizar DOggonm, cONcentracion de glucosa,

y el contenido de TAG durante el proceso.

La Figura 40 muestra el desarrollo del proceso de batch alimentado. El proceso

completo demord 68 hs, tras las cuales fue posible obtener 722,1 mg TAG L, con un

contenido de TAG celular de 2,83%. La composicidon de los triglicéridos producidos

refleja la composiciéon de acidos grasos totales de E. coli, ya que se encuentran

mayoritariamente derivados saturados y monoinsaturados de acidos grasos de 16y 18

atomos de carbono (Tabla X).

Tabla X. Composicién de TAG extraido de cultivos en batch alimentado

Composicion de AG

en TAG

Contenido
relativo de TAG®

16:0/16:1/18:1
16:0/18:1/18:1
16:1/18:1/18:1
16:0/16:0/16:1
18:1/18:1/18:1
16:0/16:1/16:1
16:0/16:0/18:1
16:1/16:1/18:1
16:0/16:1/14:0
18:1/18:1/18:0

Otros®

23,4+0,9%
15,0 £ 0,8%
11,3+0,6%
11,1+0,2%
8,2+0,4%
8,0+0,9%
7,3+0,5%
4,4 +0,5%
3,5+0,5%
2,1+0,2%
5,7%+0,9%

® Los valores representan la media * desvio estdndar de mediciones por triplicado.
b Incluye especies de TAG minoritarias: 16:0/16:0/16:0, 16:0/18:1/18:0, 16:1/16:1/14:0,
16:0/16:0/14:0, 16:0/16:1/12:0, 16:1/16:1/16:1, 16:0/16:0/12:0,

16:1/14:0/12:0,14:0/14:0/14:0.

8.4. Discusidn y conclusiones

16:1/16:1/12:0,

-122 -



Capitulo Ill

En los ultimos afios, se realizaron numerosos esfuerzos con la finalidad de
desarrollar sistemas microbianos capaces de producir compuestos con potencial
aplicacion como biocombustibles; siendo uno de los objetivos principales el de
producir estos compuestos a partir de recursos renovables que no compiten con los
alimentos por areas cultivables aptas para agricultura [176, 189, 190].

En este sentido, los TAG constituyen un compuesto de reserva con una alta
densidad energética y que pueden ser acumulados en altas cantidades intracelulares
sin tener consecuencias osmaticas negativas para la sobrevida celular [12]. Los 4cidos
grasos que se encuentran esterificados a la molécula de glicerol pueden ser luego
transesterificados con metanol o etanol, para generar biodiesel [165].
Alternativamente, los AG pueden ser potencialmente reducidos para generar alcoholes
o aldehidos [170]; e incluso podrian ser descarboxilados, generando alcanos [190]. En
este contexto, utilizando los conocimientos acerca de la sintesis de TAG en S. coelicolor
desarrollados en nuestro laboratorio, nos propusimos disefiar un microorganismo
capaz de acumular TAG en altas cantidades. Teniendo en cuenta que para que la
produccién microbiana de TAG sea factible, es necesario generar un hospedador que
no sélo acumule altos niveles de TAG, sino que también posea una alta velocidad de
crecimiento y bajos requerimientos nutricionales [176], decidimos utilizar a E. coli
como plataforma para expresar los genes correspondientes a la biosintesis de TAG de
S. coelicolor.

Inicialmente, por medio de la expresién de LppB y Sco0958 en un contexto genético
AdgkA, que impide el reciclado del DAG hacia la sintesis de fosfolipidos, fuimos
capaces de lograr una acumulacién de 2,4% TAG. Luego, por medio de la optimizacion
del sistema de expresion, logramos incrementar este valor a un 4,15% TAG.
Finalmente, a través de la delecién en el gen fadE, que codifica para la primer enzima
involucrada en el ciclo de la B-oxidacién de acidos grasos, y la sobre-expresién de la
enzima ACC de S. coelicolor, fuimos capaces de lograr un contenido de TAG del 4,85%.
Al fermentar esta cepa en biorreactores de batch alimentado observamos que el
contenido de TAG en estas condiciones estaba severamente afectado respecto a los
ensayos anteriores (2,83%). No obstante esta disminucién, la implementaciéon de

nuestro sistema en cultivos de batch alimentado fue capaz de generar una
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concentracion de 722,1 mg de TAG/L de medio de cultivo al final del proceso, siendo
ésta la mayor concentracion de TAG reportada en la literatura hasta el momento para
E. coli[164,177, 180].

En este punto se pueden discutir basicamente dos aspectos del desarrollo logrado
en este capitulo: 1) el menor contenido de TAG logrado en cultivos de batch
alimentado respecto a los cultivos de batch (2,83% versus 4,85% TAG); y 2) la posible
existencia de limitantes metabdlicas o regulatorias en esta cepa, que impiden una
mayor acumulacion de TAG.

Respecto a la primer consideracidn, esta disminucién en el contenido de TAG podria
deberse al cambio en el medio de cultivo: los ensayos iniciales en batch se realizaron
en medio LB mientras que en las fermentaciones, debido a su menor costo y mayor
reproducibilidad, se utilizd medio minimo mineral. Sin embargo, el uso de medio
minimo en cultivos en batch arrojé resultados similares a los obtenidos previamente
con LB, lo que sugiere que las condiciones establecidas inicialmente no podrian ser
extrapoladas directamente para el cultivo en biorreactores, y seria necesario un
proceso de optimizacién particular para estos ensayos. La concentracién de los
inductores podria ser un factor a optimizar en este sistema: existen reportes que
indican que la modulacion de IPTG en funcidn de la cantidad de células es fundamental
para alcanzar altos rendimientos de produccién en cultivos de alta densidad celular
[191]. En estudios previos utilizando un contexto génico AdgkA en E. coli, Janssen vy
Steinbihel [164] fueron capaces de alcanzar una produccion de 8,5% TAG y un titulo
de 530 mg TAG/L luego de 68 hs de cultivo, utilizando un medio de cultivo minimo
mineral limitado en nitrégeno. Curiosamente, luego de ese periodo los autores
lograron una DOggonm de apenas 13,2. En este sentido, ha sido previamente reportado
gue la delecién en el gen dgkA provoca una disminucion en la velocidad de crecimiento
[163, 164]. De manera andloga, en nuestro sistema de cultivo de batch alimentado
también observamos esa disminucién en la velocidad de crecimiento -si se la compara
con una cepa de E. coli BL21-, sin embargo fuimos capaces de alcanzar una
concentracion de células mucho mayor (DOggonm aprox. 100). Teniendo en cuenta estos

antecedentes, a futuro nos proponemos optimizar el medio de cultivo variando la
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osmolaridad y la disponibilidad de nitrégeno, asi como también la concentracién de
inductor.

Respecto a la existencia de mecanismos regulatorios o reacciones metabdlicas que
limiten la acumulacién de TAG, los trabajos de ingenieria metabdlica mas recientes en
este area son capaces de lograr una produccion de acidos grasos libres de 5-7 g/L de
medio de cultivo en E. coli [192-194]. Estos resultados indican que la maquinaria
biosintética de este organismo es capaz de soportar una gran demanda de dacidos
grasos, y sugiere que los pasos limitantes en nuestro sistema serian posteriores a la
sintesis de los grupos acilos. En este sentido, el desencadenamiento de la respuesta
astringente en E. coli podria ser una posible explicacidn ante la limitacion observada en
la acumulacién de TAG. Los niveles intracelulares del efector nucleotidico (p)ppGpp en
E. coli se mantienen bajos durante condiciones éptimas de crecimiento [195]. Sin
embargo, los mismos pueden aumentar drasticamente ante el hambreado de
aminodacidos, fosfatos, fuente de carbono o inhibicién de la sintesis de acidos grasos
[195-197]. Ante estas situaciones de estrés, el (p)ppGpp es capaz de unirse a la RNA
polimerasa causando un cambio en el perfil transcripcional del genoma a gran escala
[196, 198]. Ademas de esta regulacion transcripcional, el (p)ppGpp también actua a
nivel bioquimico sobre determinadas enzimas. Como resultado general, la respuesta
astringente provoca un aumento en la expresién y actividad de proteinas relacionadas
con la resistencia a estrés, la sintesis de aminoacidos y la entrada a fase estacionaria
[196]; como asi también una disminucién de la expresiéon de la maquinaria
traduccional y de los factores requeridos para el crecimiento y duplicacion celular [196,
198]. Entre estos factores, se destaca la disminucidn de la sintesis de acidos grasos a
través de la inhibicion alostérica de la acil-transferasa PlsB y de la dehidratasa FabZz, y
la represién transcripcional de los genes fabH, fabD, fabG, plsB, accBCy fadR [199]. En
este panorama, una situacién frecuente durante la produccién de proteinas
heterdlogas es la deplecion de aminoacidos debido al alto requerimiento de los
mismos para la sintesis proteica, lo que puede desencadenar la respuesta astringente
[200]. El hecho de que el uso de codones de estos genes sea sustancialmente diferente
al utilizado por E. coli, genera ademas ribosomas atascados o una maquinaria

traduccional enlentecida, lo que podria aumentar aun mas la situaciéon de estrés
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celular. La fuerte inhibicién in vivo reportada para PlsB ante elevados niveles de
(p)ppGpp podria ser la limitante de nuestro sistema, ya que limitaria el flujo de
carbono hacia el intermediario acido fosfatidico. En los sistemas productores de acidos
grasos esto no constituiria un problema ya que en estos trabajos los autores
desregulan la FAS a través de la expresidn una acil-ACP tioesterasa, que hidroliza el
enlace tioéster liberando el AG libre, en un paso previo a la accién de la acil-
transferasa PlsB. En cambio, en la sintesis de TAG, donde es necesario acilar el glicerol-
3P para generar el intermediario PA, la disminucién de la actividad PIsB podria tener
una influencia directa en el contenido de TAG final alcanzado.

Teniendo en cuenta la hipdtesis planteada, futuros trabajos podrian indagar el
efecto que tiene la respuesta astringente sobre los sistemas de sintesis de metabolitos
derivados de acidos grasos, y evaluar si este mecanismo de tolerancia al estrés
constituye una barrera para la acumulacién de lipidos a mayor escala en hospedadores

heterdlogos como E. coli.
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9. Conclusiones generales

Las principales conclusiones obtenidas a partir del desarrollo del presente
trabajo de tesis doctoral son las siguientes:

Se caracterizod a FasR, un regulador transcripcional de la sintesis de acidos grasos
de S. coelicolor. Se demostrd, mediante analisis de fusiones reporteras
transcripcionales y la cuantificacion relativa de mARN, que esta proteina es un
activador transcripcional de todos los genes del operdn fab (fabD-fabH-acpP-fabF), el
cual codifica para subunidades del complejo FAS Il esencial en este organismo. Ensayos
de retardo en gel (EMSA) y proteccién frente a DNasa | demostraron que esta proteina
es capaz de unirse directa y especificamente a la regién promotora del operdn fab. La
presencia de repeticiones invertidas en esta regién seria importante tanto en la unidn
del regulador al ADN, como en la activacidn in vivo del promotor Pspp. En analogia con
lo que sucede con reguladores transcripcionales en otras bacterias, la capacidad de
FasR de unirse al ADN podria estar regulada por algin metabolito relacionado a la
sintesis de acidos grasos el cual aun no se ha identificado. Ademads, el gen que codifica
para FasR se encuentra conservado en actinomicetes, tanto en identidad de secuencia
como en sintenia respecto a su ubicacién gendmica, revelando la importancia de este
factor transcripcional y de sus ortélogos en la regulacién de la sintesis de acidos grasos
en este grupo bacteriano.

A continuacién, con el objetivo de identificar el paso enzimatico que genera el
DAG necesario para la sintesis de TAG en bacterias oleaginosas, se identificaron tres
genes que codifican para putativas fosfatidato fosfatasas de tipo 2 (PAP2) en S.
coelicolor. Dos de ellas, Lppa y LppB, demostraron ser fosfatidato fosfatasas capaces
de generar DAG tanto in vitro como in vivo. Las mismas fueron capaces también de
complementar el fenotipo temperatura sensible asociado a la deficiencia de actividad
PAP en S. cerevisiae. La mutacion de ambos genes en S. coelicolor revelé que estas
enzimas estdn involucradas en la via de sintesis de TAG en este organismo. Sin
embargo, este fenotipo soélo fue relevante durante la fase exponencial y de transicién
del crecimiento ya que a tiempos mayores de cultivo los niveles de TAG de la cepa

mutante se equiparan con los de la cepa salvaje. Estos resultados indican que si bien
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tanto Lppa como LppB son PAP funcionales involucradas en la sintesis de TAG, existen
vias alternativas capaces de proveer el sustrato DAG en este organismo.

Por ultimo, con el fin de evaluar la viabilidad del huésped heterdlogo E. coli como
posible plataforma para la sintesis de compuestos aptos para la produccion de
biocombustibles, se disefid y construyd una cepa de E. coli capaz de acumular TAG.
Para ello, se expresaron en este hospedador las enzimas PAP2 (LppB) y DAG
aciltransferasa (Sco0958) de S. coelicolor, que catalizan las dos ultimas reacciones en la
sintesis de TAG. A continuacién, se optimizé el sistema variando los sistemas de
expresion de estas enzimas; y luego, utilizando estrategias de ingenieria metabdlica
para incrementar la disponibilidad de sustratos, fue posible incrementar el contenido
de TAG en esta bacteria. Finalmente, a través del crecimiento de esta cepa en cultivos
de batch alimentado en alta densidad, fue posible obtener el mayor titulo de TAG
reportado en la literatura hasta el momento para E. coli (722,1 mg/L de TAG). Si bien
aun es necesario superar limitantes metabdlicas que impiden una mayor acumulacién
de TAG en esta bacteria, estos estudios constituyen un avance importante en el
camino hacia el establecimiento de E. coli como futura plataforma de biosintesis de
compuestos con potencial de biocombustible.

Ademas, durante el desarrollo de ete trabajo de tesis se desarrollaron dos
métodos para la deteccidon y cuantificacion de DAG y TAG basados en cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de masa.
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