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El género Streptomyces 

Las bacterias del género Streptomyces pertenecen al orden Actinomycetales, que 

comprende géneros como Micrococcus, Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, 

Micromonospora y Saccharopolyspora. Son microorganismos Gram positivos de alto 

contenido de G+C en su genoma, aerobios estrictos y de morfología filamentosa [1]. 

El hábitat natural de estos microorganismos es principalmente el suelo y los 

sedimentos acuáticos. Debido a que estos ambientes son bióticamente diversos y sus 

componentes nutricionales fluctúan de manera considerable, Streptomyces presenta 

un arsenal de proteínas extracelulares como quitinasas, lipasas, amilasas, proteasas y 

celulasas que le permiten degradar gran variedad de restos orgánicos. A su vez, estos 

nichos ambientales resultan altamente competitivos por la presencia de una gran 

cantidad de organismos como hongos, nematodos, insectos y otras bacterias que se 

alimentan de los mismos nutrientes. Por lo que, las bacterias del género Streptomyces 

se caracterizan por la producción de metabolitos secundarios en su mayoría 

antibióticos que le permiten competir frente a la escasez de nutrientes, aunque estas 

moléculas también pueden presentar funciones de señalización y comunicación celular 

[1, 2]. 

Streptomyces crece en forma de micelio, generando ramificaciones que 

constituyen las hifas vegetativas. Estas hifas se encuentran ocasionalmente dividas por 

lo que los streptomycetes representan uno de los pocos ejemplos de procariotas 

multicelulares. Ante la escasez de nutrientes, se inicia un proceso complejo de 

diferenciación morfológica que lleva a la formación de exoesporas en los extremos de 

las hifas aéreas que crecieron a partir del micelio vegetativo. Parte de este micelio se 

sacrifica mediante un proceso de muerte celular programada  para liberar nutrientes 

que van a ser utilizados por las células sobrevivientes [3]. En la mayoría de los casos 

este proceso de diferenciación morfológica va acompañado de la producción de 

metabolitos secundarios en muchos casos con actividad antibacteriana. De aquí se 

desprende que la regulación de la producción de antibióticos comparte varios 

elementos con la regulación del proceso de esporulación [4] [5] [6]. 

Este género bacteriano ha despertado un gran interés industrial y medicinal 

debido a la gran variedad de metabolitos secundarios que produce. Alrededor de dos 

tercios de los antibióticos utilizados en medicina y veterinaria son sintetizados por 
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miembros de esta especie. Además de actividad antibiótica otros compuestos 

muestran actividades antifúngicas, antiparasitarias y anticancerígenas [7]. Otra faceta 

industrial muy importante de estos microorganismos es la producción y acumulación 

de triacilglicéridos en gran cantidad, característica poco frecuente en procariotas ([8] 

[9]. 

 

Metabolitos secundarios: compuestos policétidos 

Los metabolitos secundarios son moléculas sintetizadas por plantas, hongos y 

bacterias del suelo. Estos compuestos poseen un amplio rango de estructuras químicas 

y actividades biológicas, y juegan un importante rol en la supervivencia y en la 

diferenciación de los microorganismos. Algunas de las funciones biológicas que pueden 

cumplir son: agentes de defensa competitiva contra otras bacterias, hongos, insectos y  

animales superiores, agentes de transporte de metales, mediadores de simbiosis entre 

microbios, plantas, insectos o animales superiores, hormonas sexuales y efectores de 

diferenciación, entre otras [10].  

Aquellos que muestran actividad antimicrobiana le brindan una ventaja 

adaptativa al microorganismo para colonizar sus nichos ecológicos, pero no son 

esenciales para su crecimiento [11].  

Un conjunto particular de metabolitos secundarios está constituido por el grupo 

de los compuestos policétidos. Estos compuestos son estructuralmente muy diversos 

pero comparten el mismo patrón de biosíntesis. Son sintetizados tanto en procariotas 

como en eucariotas y cumplen diversas funciones tales como: micotoxinas, 

flavonoides, fitotoxinas y moléculas de señalización celular [12]. Estos productos 

naturales también proporcionan un asombroso número de drogas clínicamente 

activas, incluyendo antibióticos (eritromicina A, monensina A, rifamycina S), 

inmunosupresores (rapamicina), antifúngicos (amfotericina B), antiparasitarios 

(avermectina) y anticancerígenos (doxorubicina) [13]. 

El proceso de biosíntesis de compuestos policétidos es similar a la síntesis de 

ácidos grasos de cadena larga (Figura 1). La enzima que cataliza el proceso de 

condensación se denomina policétido sintasa (PKS, del inglés “polyketide synthase”) y 

presenta homología estructural con la ácido graso sintasa (FAS, del inglés “fatty acid 

synthase”) [11] [12]. Estos compuestos, al igual que los ácidos grasos, se generan por 
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condensaciones sucesivas de pequeños ácidos carboxílicos activados como ésteres de 

CoA (generalmente acetil-, propionil-, butiril-, malonil-, metilmalonil-, o etilmalonil-

CoA). De esta manera se genera una cadena lineal de carbonos, donde el carbono β 

lleva un grupo ceto y cada ácido carboxílico contribuye con dos átomos de carbono a la 

cadena creciente lineal. Cuando el ácido carboxílico tiene más de dos carbonos, los 

carbonos “extra” quedan como sustituyentes de la cadena lineal. Luego de la 

condensación, los grupos ceto pueden ser reducidos totalmente (como ocurre en la 

síntesis de ácidos grasos de cadena lineal), parcialmente (a hidroxilos o dobles enlaces) 

o quedar como tales. La permanencia de estos grupos ceto da el nombre de 

policétidos (o policetónicos) a esta familia de compuestos [11].  

Una característica importante de la síntesis de policétidos es que el proceso de 

terminación de la misma suele estar acompañado de otros procesos como ciclación, 

lactonización, formación de anillos aromáticos y reacciones post-PKS como 

metilaciones, oxidaciones y agregado de azúcares [12]. Además existen otro grupo de 

compuestos conocidos como péptidos de síntesis no ribosomal sintetizados por el 

complejo catalítico NRPS (del ingles “non-ribosomal peptides synthetase”) y otros que 

son híbridos entre policétidos y péptidos de síntesis no ribosomal [14].  

Las NRPSs constituyen un complejo de módulos enzimáticos que catalizan 

condensaciones sucesivas de aminoácidos. A diferencia de la síntesis de péptidos 

ribosomales, existe una gran variedad de aminoácidos que sirven de sustratos para las 

NRPSs, como β-, γ- y δ-amino ácidos. 

En el caso de los compuestos híbridos entre policétidos y péptidos de síntesis no 

ribosomal, como es el caso de bleomicina, rifamicina, pristamicina IIB y 

undecilprodigiosina, existen complejos de módulos capaces de catalizar 

condensaciones sucesivas entre aminoácidos y ésteres de CoA. La disposición de estos 

módulos enzimáticos determina el orden de incorporación de estas moléculas en la 

estructura final del compuesto [15]. 
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Figura 1. Representación esquemática de la biosíntesis de ácidos grasos y de compuestos policétidos. 

Los pasos enzimáticos involucrados en el proceso son: ACC, acetil-CoA carboxilasa; MT, malonil-CoA-ACP 

transferasa; KS, 3-cetoacil-ACP sintasa; KR, 3-cetoacil-ACP reductasa; DH, 3-hidroxiacil-ACP deshidratasa; 

ER, enoil-ACP reductasa; TR: acil-ACP transferasa; TE: tioesterasa; PT: fosfotransferasa. Las flechas 

discontinuas representan las distintas vías que puede seguir la síntesis de policétidos luego de cada paso 

de condensación (6). ACP: proteína transportadora de grupos acilo. 

 

Streptomyces coelicolor como modelo de estudio 

En las últimas décadas, se ha producido un gran avance científico con respecto a 

los mecanismos de biosíntesis y regulación de la producción de antibióticos, así como 

también del fenómeno de diferenciación morfológica en el género Streptomyces. La 

mayoría de estos estudios se han centrado en la especie Streptomyces coelicolor que 

constituye el organismo modelo dentro de este género bacteriano. Esta especie ha 

sido ampliamente estudiada gracias al desarrollo de herramientas genéticas y 

bioquímicas de gran utilidad [16].  

El genoma de S. coelicolor se encuentra completamente secuenciado, 

presentando un contenido de G + C del 72 % y un tamaño de 8.6 Mb [17]  [18]. Otra 

característica  importante es la linealidad de su cromosoma, en cuyos extremos se 

encuentran repeticiones invertidas unidas covalentemente a proteínas, cuya función 

probable es servir de cebadores para la replicación de los extremos.  
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Esta especie produce al menos cuatro compuestos con actividad antimicrobiana 

en medio líquido durante fase estacionaria de crecimiento. Dos de estos compuestos 

poseen colores característicos, actinorhodina que es un compuesto de tipo policétido 

aromático de color azul a pH alcalino y undecilprodigiosina que es un compuesto 

híbrido entre policétido y péptido de síntesis no ribosomal de color rojo a pH neutro 

[19, 20]. Los colores de estos antibióticos fueron de gran ayuda para la obtención y el 

estudio genético de mutantes deficientes en la síntesis de los mismos. Cada 

monómero de actinorhodina es sintetizado a partir de una molécula de acetil-CoA y 

siete moléculas de malonil-CoA, mientras que undecilprodigiosina se sintetiza a partir 

de una molécula de glicina, una de prolina, una de serina y varias de acetato, que 

condensan previamente para formar 4-metoxi-2,2-bipirrol-5-carboxaldehído [21, 22]. 

Los otros dos compuestos conocidos son el antibiótico calcio dependiente [23] y la 

ciclopentanona metilenomicina codificada en el plásmido SCP1 [24]. Recientemente se 

ha descubierto un nuevo alcaloide de tipo policétido con actividad antimicrobiana 

producido por esta especie bacteriana, conocido con el nombre coelimicina P1 

producto del cluster de genes cpk (del inglés “criptic polyketide”) [25, 26]. Aunque 

todos estos antibióticos poseen actividad antibacteriana, ninguno de ellos presenta 

aplicaciones comerciales. 

 

Regulación genética de la producción de metabolitos secundarios en Streptomyces 

Los genes de biosíntesis de metabolitos secundarios se encuentran 

generalmente agrupados en una misma región del genoma e incluyen tanto los genes 

de síntesis, como así también genes de síntesis de precursores, de transporte, 

resistencia y  regulación. En el género Streptomyces, generalmente la producción de 

metabolitos secundarios coincide con el proceso de diferenciación morfológica en 

medio sólido, y con la entrada en fase estacionaria de crecimiento resultado de la 

limitación de nutrientes en medio líquido. 

Dentro de los genes regulatorios de la síntesis de metabolitos secundarios se 

encuentran los activadores transcripcionales específicos conocidos como URAPs de las 

siglas en inglés “ultimate regulator of antibiotic production”. La transcripción del 

conjunto de genes de biosíntesis de un metabolito secundario depende de la previa 

expresión de estos reguladores. En la mayoría de los casos existe un único URAP para 
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cada metabolito secundario que se encarga de traducir las distintas señales 

ambientales que afectan la producción del mismo. A su vez, todos los estudios 

realizados hasta el momento sostienen que el nivel de expresión de estos activadores 

transcripcionales es el factor principal que determina el nivel de expresión de los genes 

de síntesis y consecuentemente la cantidad de metabolito secundario producido [27, 

28]. 

Muchos de los reguladores URAPs caracterizados pertenecen a la familia SARPs 

(del inglés “Streptomyces antibiotic regulatory proteins”) que se caracterizan por la 

unión  a repeticiones directas de secuencias heptaméricas conservadas. Miembros de 

esta familia son ActIIORF4 y RedD, los activadores específicos de la síntesis de 

actinorhodina y undecilprodigiosina en S. coelicolor, así como también TylS, el 

activador de la síntesis de tilosina en S. fradie, ThnU, el activador de la síntesis de 

thienamicina en S. catleya y FdmR1, el activador de la síntesis de fredericamicina A en 

S. griseus, entre otros [29-33]. 

Otro familia de reguladores URAPs es la familia LAL (“large ATP-binding members 

of LuxR family”) que incluye el regulador PikD de la síntesis de pikromicina de S. 

venezuelae y RapH de la síntesis de rapamicina de S. hygroscopicus, entre otros [34, 

35]. 

Las señales externas, como la limitación de nutrientes que lleva a la disminución 

o cese del crecimiento, o los niveles de densidad celular, actúan sobre reguladores 

pleitrópicos globales que en la mayoría de los casos son sistemas de dos componentes 

regulador/respuesta, y se encargan de transformar estas señales en variación en los 

niveles de expresión de los URAPs [14]. 

En el caso de S. coelicolor, la expresión del gen actIIORF4 es sumamente 

compleja y han sido caracterizados varios reguladores capaces de unirse a la región 

promotora del mismo. Algunos de los reguladores que actúan sobre la expresión de 

actIIORF4 son AbsA2, DasR y AtrA [36-38]. AbsA2 es el regulador respuesta de un 

sistema de dos componentes que cuando es fosforilado por AbsA1 es capaz de unirse a 

las regiones específicas en el ADN. Este regulador también regula la expresión de RedD 

y CdaR, el regulador de la síntesis del antibiótico calcio dependiente, y el conjunto de 

genes de síntesis de metillenomicina. La señal a la que responde este sistema de dos 

componentes aún no se conoce. 
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Otro regulador importante de la síntesis de actinorhodina es DasR, el mismo es el 

represor de los genes del metabolismo de N-acetilglucosamina (GlcNAc), el monómero 

de quitina, uno de los polisacáridos más importantes en la naturaleza ya que es el 

componente principal del exoesqueleto de artrópodos y la pared celular de hongos. La 

molécula efectora de DasR es la glucosamina-6-fostato, un intermediario del 

metabolismo de GlcNAc. La unión de esta molécula disminuye la afinidad de unión de 

este regulador al ADN, permitiendo la expresión de actIIORF4 y los genes del 

metabolismo de GlcNAc. DasR también regula la expresión de RedD y CdaR [37, 39]. 

Por otro lado, el regulador AtrA es un activador de la transcripción de actIIORF4. 

La disrupción del gen atrA provoca una marcada disminución de la producción de 

actinorhodina en ciertas condiciones de crecimiento; mientras que la sobreexpresión 

de este regulador genera un aumento en los niveles de producción de actinorhodina. 

La molécula señal traducida por AtrA aún no se conoce, sin embargo, se piensa estaría 

involucrado en la regulación del metabolismo de acetil-CoA, precursor de la síntesis de 

antibióticos en S. coelicolor [28]. 

 

Influencia de la disponibilidad de nutrientes en la producción de metabolitos 

secundarios 

 (p)ppGpp 

La limitación de nutrientes es un factor principal que desencadena la producción 

de metabolitos secundarios en Streptomyces. Una molécula clave asociada 

íntimamente con este fenómeno es (p)ppGpp (guanosina tetra- y penta- fosfato). La 

acumulación de (p)ppGpp se reconoce ampliamente como la señal que desencadena la 

respuesta astringente (del inglés “stringent response”) en bacterias, permitiendo la 

supervivencia en condiciones de falta de nutrientes. La respuesta astringente es una 

respuesta fisiológica pleiotrópica durante la cual ocurren complejos cambios en el 

patrón de expresión génica como por ejemplo represión de la síntesis de rARN y tARN, 

y el aumento de la expresión de genes asociados de fase estacionaria y de síntesis de 

aminoácidos [40]. En el género Streptomyces, la acumulación de (p)ppGpp no sólo 

desencadena la producción de metabolitos secundarios sino que también tiene efectos 

sobre el desarrollo morfológico [41]. 
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Los niveles de (p)ppGpp dependen del balance de dos actividades enzimáticas, 

una pirofosfoquinasa o sintetasa y una pirofosfohidrolasa. En E. coli, existen dos 

enzimas homólogas capaces de sintetizar (p)ppGpp a partir de GTP y ATP, llamadas 

SpoT y RelA [40]. La proteína RelA se encuentra asociada con el ribosoma y se activa 

cuando un tRNA no cargado con el aminoácido correspondiente se une al sitio A de 

esta organela, por lo que responde a condiciones de escasez de nitrógeno. En estas 

condiciones la enzima RelA cataliza la formación de (p)ppGpp a partir de la 

transferencia de un grupo pirofosfato de un ATP a un GTP. Mientras que la proteína 

SpoT produce (p)ppGpp en respuesta a varias condiciones de estrés nutricionales, 

como de escasez de carbono, fosfato, hierro o ácidos grasos [40]. A su vez, la proteína 

SpoT también presenta actividad pirofosfohidrolasa, que es capaz de degradar 

(p)ppGpp. 

S. coelicolor presenta dos homólogos RelA/SpoT, el primero en ser descubierto 

se denominó RelA mientras que el segundo RshA. Ambas proteínas, a diferencia de lo 

que ocurre en E. coli, presentan actividad tanto sintetasa como hidrolasa. RelA se 

encuentra interaccionando con el ribosoma y es requerida para la síntesis de (p)ppGpp 

en condiciones limitantes de nitrógeno o glucosa. Una mutante ∆relA es incapaz de 

producir ACT y RED en estas condiciones [42]. La imposibilidad de sintetizar estos 

antibióticos se asocia a una importante disminución de los niveles de transcripto 

actIIORF4 y redD, indicando un rol de (p)ppGpp en la activación de la transcripción de 

estos SARPs aunque el mecanismo exacto aún no se conoce. A su vez, la estimulación 

de la síntesis de (p)ppGpp aumenta los niveles de expresión de actIIORF4 y redD y 

consecuentemente de la producción de ambos antibióticos [41, 43, 44]. Por otro lado, 

la proteína RshA es necesaria para la síntesis de (p)ppGpp en condiciones limitantes de 

fosfato [44]. 

 

Fosfato 

Los niveles de fosfato en el medio de crecimiento tienen un efecto importante 

sobre la producción de metabolitos secundarios en varias especies de Streptomyces. Se 

conoce un número considerable de antibióticos que son regulados negativamente por 

altas concentraciones de fosfato, estos incluyen streptomicina, oxitetraciclina, ácido 
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clavuránico, tilosina, cefalosporina, así como también actinorhodina y 

undecilprodigiosina en S. coelicolor, entre otros [45, 46]. 

El sistema encargado de traducir los niveles de fosfato intracelular en respuestas 

fisiológicas es el sistema de dos componentes PhoR-PhoP. Cuando la cantidad de 

fosfato no es suficiente para el crecimiento, la proteína histidinquinasa PhoR fosforila 

el regulador respuesta PhoP. De esta manera, PhoP-fosforilado es capaz de unirse a las 

secuencias específicas en el ADN, regulando la transcripción de los genes blanco, por 

ejemplo activando la transcripción de genes que codifican para fosfatasas, fosfolipasas 

y transportadores de fosfato. A su vez, el sistema PhoR-PhoP también es capaz de 

regular genes del metabolismo de carbono y de nitrógeno, generando una red 

compleja de regulación del metabolismo primario [47]. 

Este sistema PhoR-PhoP también se encuentra involucrado en la regulación de la 

producción de actinorhodina y undecilprodigiosina en S. coelicolor.  Una deleción del 

gen phoP o de los genes phoR-phoP provoca un aumento de los niveles de producción 

de actinorhodina y undecilprodigiosina. Sin embargo, no existe una interacción directa 

de PhoP con las regiones promotoras de los genes actIIORF4 y redD ni de los genes de 

biosíntesis. Es por esto que existiría una cascada de señalizaciones con otros genes 

regulatorios que mediaría esta interacción [45]. 

 

Nitrógeno 

En la mayoría de las bacterias existen dos formas de asimilación de nitrógeno. 

Una para altas concentraciones (> 1 mM) mediada por una enzima glutamato 

deshidrogenasa (GDH) que sintetiza glutamato a partir de oxoglutarato y amonio sin 

consumo de ATP y otra para bajas concentraciones mediada por dos enzimas, una 

glutamina sintetasa (GS) y una glutamato sintetasa (GOGAT).  GS cataliza la formación 

de glutamina a partir de glutamato y amonio mediante consumo de una molécula de 

ATP, y luego GOGAT cataliza la síntesis de dos moléculas de glutamato a partir de 

glutamina y oxoglutarato. Glutamato y glutamina representan de esta manera dos 

moléculas clave en el metabolismo primario ya que son dadoras  de nitrógeno para 

todas las reacciones de biosíntesis [48]. 

Debido a  que el hábitat natural de Streptomyces es el suelo y el nitrógeno es uno 

de los nutrientes limitantes de este nicho, la enzima GS es la más importante en la 
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asimilación de nitrógeno. S. coelicolor presenta cinco genes putativos que codifican 

para enzimas GS, sin embargo, únicamente el producto de dos de estos genes fueron 

caracterizados como proteínas con actividad GS. Estos son glnA que codifica para la 

glutamina sintetasa I (GSI) y glnII que codifica para la glutamina sintetasa II (GSII) [49-

51]. 

La regulación del metabolismo de nitrógeno en S. coelicolor es mediada por la 

proteína GlnR. Este regulador controla la síntesis de genes relacionados con el 

transporte y la asimilación de nitrógeno entre ellos glnA, glnII, gdhA, el gen que codifca 

para la GDH, y amtB, el gen que codifica para la proteína transportadora de amonio 

[52, 53]. A su vez, existe un segundo regulador denominado GlnRII que también 

controla la expresión de alguno de los genes del metabolismo de nitrógeno, pero su 

función no se conoce con exactitud [53].  

Por otro lado, al igual que en otros géneros bacterianos, en S. coelicolor existe 

una regulación post-transcripcional de la actividad GSI mediada por una enzima 

adenililtransferasa conocida como GlnE. Este mecanismo permite modificar 

rápidamente los niveles de actividad de la enzima GSI frente a cambios en la 

concentración de nitrógeno [54]. 

Varios estudios han demostrado que la fuente de nitrógeno disponible para el 

crecimiento tiene efectos sobre la producción de metabolitos secundarios en 

Streptomyces [46, 55-58]. En la mayoría de los casos, la producción de antibióticos se 

observa disminuida en presencia de fuentes de nitrógeno favorables para el 

crecimiento. Una explicación fisiológica para esto sería que en presencia de estas 

fuentes de nitrógeno la bacteria utiliza el carbono disponible para el crecimiento y la 

generación de biomasa, y en consecuencia, se produce una disminución de esqueletos 

carbonados para la síntesis de metabolitos secundarios [28]. 

 

Carbono 

La disponibilidad y la fuente carbono también tiene un efecto importante sobre 

la producción de antibióticos y la diferenciación morfológica en Streptomyces. A modo 

de ejemplo, la presencia de glucosa inhibe la producción de actinorhodina en S. 

coelicolor, de cloranfenicol en S. venezualea, de cefamicina en S. clavuligerus y de 

estreptomicina en S. griseus [59-61]. Esto es así debido a que la glucosa es el producto 
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final de degradación de muchas enzimas como amilasas, celulasas, invertasas y 

maltasas, por lo que los niveles de glucosa denotan la cantidad de carbohidrato 

disponible para el crecimiento. 

Otra fuente de carbono que afecta la producción de antibióticos es la GlcNac. 

Esta molécula es utilizada como fuente de carbono en S. coelicolor, sin embargo, el 

efecto de la misma sobre la producción de antibióticos depende de la composición del 

medio. En medio rico, la presencia de GlcNac inhibe completamente el desarrollo 

morfológico y la producción de antibióticos, mientras que en medio mínimo acelera 

estos procesos. Estas respuestas fisiológicas son mediadas por el regulador DasR [39, 

62]. 

 

Moléculas difusibles: γ-butirolactonas 

Existen moléculas extracelulares difusibles del tipo γ-butirolactonas que juegan 

un rol importante en la diferenciación morfológica y la producción de antibióticos en 

Streptomyces. Estas moléculas se unen a receptores citoplasmáticos e inhiben la unión 

de los mismos a las secuencias específicas en el ADN. En la mayoría de los casos, estos 

receptores actúan como represores por lo que la presencia de las γ-butirolactonas 

permite la expresión de los genes blanco [63]. 

 En S. coelicolor, el locus scbAR se encuentra involucrado en la producción de la 

hormona difusible, denominada SCB1, la cual afecta de manera notable la producción 

de actinorhodina, undecilprodigiosina y coelimicina P1 [63, 64]. ScbA es la proteína 

encargada de la síntesis de SCB1, mientras que ScbR es el receptor de SCB1. ScbR se 

une a su propio promotor y al del gen scbA por lo cual regula la producción de SCB1. A 

su vez, este regulador también se une al promotor del gen cpkO que codifica para el 

activador transcripcional específico de coelimicina P1, reprimiendo su expresión. En 

presencia de SCB1, ScbR se libera de esta región y se produce la síntesis de coelimicina 

P1 [64]. 

La mutante ∆scbA, incapaz de sintetizar SCB1,  produce actinorhodina y 

undecilprodigiosina tempranamente comparado con la cepa salvaje, y los niveles de 

producción ambos antibióticos son mayores [65]. Sin embargo, está propuesto que el 

efecto sobre la producción de actinorhodina y undecilprodigiosina de la hormona SCB1 

es indirecto debido a que ScbR no tiene sitio de unión en los promotores de los genes 
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actIIORF4 ni redD ni en los genes biosintéticos de estos antibióticos. Probablemente, la 

reducción de producción de coelimicina P1 aumenta la disponibilidad de precursores 

para la síntesis de actinorhodina y undecilprodigiosina, observándose un aumento en 

los niveles de estos antibióticos en la mutante ∆scbA [63]. 

 

 

Figura 2. Factores que determinan la producción de antibióticos en Streptomyces. 

 

Influencia del metabolismo primario sobre la producción de antibióticos 

El género Streptomyces ha sido y continúa siendo explotado para la producción 

de una gran variedad de metabolitos secundarios, por lo que existe un gran interés en 

el mejoramiento de la producción de estos compuestos naturales. La mayoría de los 

estudios realizados sobre la producción de antibióticos policétidos en el género 

Streptomyces se han enfocado en las rutas biosintéticas de los mismos o en su 

regulación. Sin embargo, menos atención ha recibido el metabolismo primario que es 

la fuente de precursores para la síntesis de los mismos. Algunos estudios realizados en 

los últimos años han demostrado que la manipulación de rutas metabólicas primarias 

es una herramienta muy importante para el mejoramiento de la producción de 

antibióticos. A modo de ejemplo, la inactivación del gen gap1 que codifica para la 

enzima gliceraldeído-3-fosfato deshidrogenasa mejora la producción de ácido 

clavulánico en S. clavuligerus debido al aumento de los niveles de precursor 

gliceraldehído-3-fosfato [66]. La sobreexpresión de la acetil-CoA carboxilasa (acc) en S. 

coelicolor mejora los niveles de producción de ACT, ya que el producto de esta enzima, 
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malonil-CoA, es un precursor importante de la síntesis de este antibiótico [67]. La 

inactivación de genes que codifican para enzimas del ciclo de Krebs, como la citrato 

sintasa (citA) y la aconitasa (acoA), o en el gen que codifica para la enzima 

fosfofructoquinasa (pfkA2) de glicólisis, también afectan los niveles de producción de 

metabolitos secundarios en S. coelicolor [68-70]. A su vez, en nuestro laboratorio 

también se estudió el efecto de la inactivación de las enzimas málicas en S. coelicolor 

observándose una marcada alteración de la producción de actinorhodina y 

undecilprodigiosina que se debería a una acumulación de intermediarios del ciclo de 

Krebs [71]. 

Para continuar con el análisis de cómo las vías metabólicas primarias afectan el 

metabolismo secundario en el género Streptomyces, en es este trabajo nos centramos 

particularmente en el catabolismo de una fuente de carbono y nitrógeno abundante 

en el hábitat natural de Streptomyces y como esta contribuye o afecta la producción 

de compuestos de relevancia biotecnológica. 

 

Metabolismo de purinas  

En el suelo, hábitat natural de Streptomyces, una de las fuentes principales de 

carbono y nitrógeno son las purinas y sus derivados de degradación. Las purinas se 

acumulan a partir de tejidos en descomposición, organismos muertos, o también son 

excretados como productos de desecho por organismos vivos como plantas y animales 

[72].  

Las vías metabólicas de degradación de purinas son muy variadas, algunos 

organismos son capaces de degradar las purinas completamente a dióxido de carbono 

y amonio, mientras que otros presentan vías metabólicas incompletas y liberan al 

medio diferentes compuestos de degradación como ácido úrico o alantoína [73]. 

En humanos, aves, reptiles y la mayoría de los insectos, ácido úrico es el 

producto final de la vía de degradación de purinas y es excretado al medio. Los 

organismos uricolíticos, como la mayoría de los mamíferos, algunos insectos y 

gastrópodos liberan alantoína como producto final. Mientras que peces y anfibios 

degradan las purinas completamente a urea, amonio y CO2 [74-77]. El producto final 

de excreción en animales estaría relacionado con un fenómeno de conservación de 

agua durante el desarrollo embrionario y en la vida adulta. Si el producto de excreción 
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es amonio significa que existe suficiente cantidad de agua para una rápida eliminación 

de este compuesto tóxico. Si el producto de excreción es urea, existe menor 

disponibilidad de agua y la urea es un compuesto con menor toxicidad que puede ser 

retenido por más tiempo en el organismo [78]. 

En plantas el producto de degradación principal es amonio y CO2, sin embargo, 

en algunos tejidos vegetales, la alantoína es un importante compuesto de 

almacenamiento y transporte de nitrógeno a otros tejidos [79]. Bacterias y hongos son 

capaces de utilizar una gran variedad de compuestos para el crecimiento incluidas las 

purinas o sus derivados de degradación, estas pueden ser utilizadas en la mayoría de 

los casos como única fuente de nitrógeno y en otros casos como única fuente de 

carbono y nitrógeno [80]. 

Una vez que las purinas son transportadas al interior celular por transportadores 

de membrana específicos [81], las mismas pueden entrar en vías de salvataje de 

purinas (del inglés “salvage pathways”) que se encargan de reciclar estas purinas, 

incluidas xantina e hipoxantina, y convertirlas en  nucleosidos, o bien ser catabolizadas 

para el crecimiento. 

El primer paso en la asimilación de adenina y guanina es una reacción de 

deaminación que libera una molécula de amonio e hipoxantina o xantina, 

respectivamente. Posteriormente la asimilación de hipoxantina/xantina puede 

dividirse en dos partes, una primera parte de transformación a alantoína y una 

segunda parte de degradación de alantoína a amonio y CO2. La primera etapa de esta 

vía es común en todas las especies bacterianas, mientras que el metabolismo de 

alantoína puede seguir diferentes rutas dependiendo de la especie microbiana. 

 

Metabolismo de xantina e hipoxantina  

La enzima xantina deshidrogenasa (XDH) es la primera en actuar sobre las 

moléculas de hipoxantina o xantina, oxidándolas a ácido úrico. Estas proteínas son 

molibdoflavoenzimas altamente conservadas tanto en bacterias como animales y 

plantas, que catalizan una hidroxilación de los átomos de carbono utilizando oxígeno 

de la molécula de agua en lugar de O2, y no requieren de una fuente externa de 

equivalentes de reducción. Posteriormente, la enzima uricasa o urato oxidasa (UO) se 

encarga de oxidar el ácido úrico a alantoína. Recientemente, se ha propuesto que la 
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conversión de ácido úrico a alantoína es mediada por tres pasos enzimáticos donde la 

enzima UO únicamente catalizaría la primera de estas reacciones. El ácido úrico sería 

oxidado a 5-hidroxiisourato (HIU) por UO, luego HIU es transformado en 2-oxo-4-

hidroxi-4-carboxi-ureidoimidazolina (OHCU) por la enzima HIU hidrolasa, y finalmente 

OHCU sufre una descarboxilación estereoselectiva por la acción de la enzima OHCU 

descarboxilasa para dar (S)-(+)-alantoína y CO2. La molécula de HIU puede sufrir una 

conversión espontánea, pasando por el intermediario OHCU, a una mezcla racémica 

(+/-) alantoína, por eso inicialmente se pensó que UO catalizaba la reacción completa. 

Sin embargo, las enzimas subsecuentes de la vía de degradación de alantoína utilizan 

únicamente la forma dextro rotatoria de alantoína, lo que condujo a la búsqueda de 

otras proteínas implicadas en la reacción [82, 83] (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Esquema del metabolismo de adenina y guanina a alantoína en bacterias. 

 

El crecimiento de E. coli a partir de purinas como única fuente de nitrógeno y 

carbono aún hoy se encuentra en discusión. La mayoría de las cepas de E. coli aisladas 

de suelo son capaces de crecer en adenina, guanina, xantina y ácido úrico como única 

fuente de carbono y nitrógeno. La mayoría de las enzimas del metabolismo de purinas 
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han sido caracterizadas en esta especie bacteriana, como son adenina deaminasa, 

guanina deaminasa, adenosina deaminasa, xantina fosforibosil transferasa, XDH, UO, 

entre otras [80, 84, 85]. 

En B. subtillis todas las purinas pueden ser utilizadas como fuente de nitrógeno 

cuando otras fuentes de nitrógeno preferidas para el crecimiento no se encuentran 

disponibles. Las enzimas adenina deaminasa y guanina deaminasa han sido 

caracterizadas en esta especie [86, 87]. 

Varias especies del género Pseudomonas son capaces de crecer en purinas como 

única fuente de carbono y nitrógeno. P. aeruginosa y P. acidovorans pueden utilizar 

adenina, guanina, hipoxantina y xantina como única fuente de nitrógeno, mientras que 

P. acidovorans también es capaz de crecer en estos compuestos como única fuente de 

carbono [80, 88]. La mayoría de las enzimas del metabolismo de purinas en este 

género bacteriano han sido estudiadas en P. aeruginosa, P. acidovorans y P. 

fluorescens, como son las enzimas adenina deaminasa, guanina deaminasa, XDH y UO 

[89-91]. Estas tres especies bacterianas además son capaces de crecer ácido úrico o 

alantoína como única fuente de carbono y nitrógeno [80, 92]. 

 

Metabolismo de alantoína en bacterias 

Como se mencionó anteriormente, el metabolismo de alantoína varía según la 

especie bacteriana. E. coli es capaz de crecer en alantoína como única fuente de 

nitrógeno pero únicamente en condiciones anaeróbicas. Como se muestra en la Figura 

4, la alantoína es convertida en alantoato mediante la enzima alantoinasa (AllB), luego 

la enzima alantoato amidohidrolasa (AllC) transforma este alantoato en ureidoglicolato 

liberando en el proceso dos moléculas de NH4
+. El ureidoglicolato representa un punto 

de ramificación de la vía ya que es sustrato de dos enzimas diferentes, la 

ureidoglicolato deshidrogenasa (AllD) y la ureidoglicolato liasa (AllA). La enzima 

ureidoglicolato deshidrogenasa transforma este sustrato en ácido oxalúrico que es 

luego metabolizado en oxamato, CO2 y NH4
+ por la acción secuencial de las enzimas 

oxamato transcarbamoilasa (OXTC) y carbamato fosfotransferasa (CPT). La enzima 

ureidoglicolato liasa transforma el sustrato en glioxilato y urea [93]. Finalmente, el 

glioxilato es transformado en 3-fosfoglicerato por la acción secuencial de las enzimas 

tartronato semialdehído reductasa (GlxR) y glicerato quinasa (GlxK) [94, 95]. La enzima 
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hidroxipiruvato isomerasa (Hyi) también formaría parte de esta vía, generando 

hidroxipiruvato a partir de tartronato semialdehído, sin embargo, hasta el momento 

no se conoce con exactitud el destino metabólico de esta molécula, se propone es 

utilizada para la síntesis de serina [96] (Figura 4). 

Los genes que codifican para la mayoría de las enzimas de esta vía se encuentran 

en la misma región del cromosoma y están organizados en tres unidades 

transcripcionales que constituyen el regulon de alantoína.  

El metabolismo de alantoína en B. subtillis es igual al que ha sido propuesto E. 

coli, presentando las enzimas alantoinasa (PucH), alantoato amidohidrolasa (PucF) y 

ureidoglicolato liasa (PucG). Los genes que codifican para estas proteínas se 

encuentran agrupados en una misma región del genoma junto con genes del 

metabolismo inicial de purinas (XDH y UO) y genes que codifican para transportadores 

de xantina, ácido úrico y alantoína [97](Figura 4). 

El metabolismo de alantoína en Pseudomonas presenta varias diferencias con 

respecto a las vías mencionadas antes. En primer instancia la conversión de alantoína a 

alantoato es mediada por una proteína recientemente caracterizada en P. fluorescens 

conocida como PuuE que tiene alta homología con proteínas polisacárido deacetilasas. 

Si bien el producto final de reacción es alantoato, al igual que en el caso de la enzima 

alantoinasa de E. coli, el mecanismo de reacción es distinto [98]. Por otro lado, la 

transformación de alantoato en ureidoglicolato es mediada por una enzima alantoicasa 

(PuuF) que libera urea en lugar de NH4
+ como ocurre en el caso de la enzima alantoato 

amidohidrolasa de E. coli [99, 100]. El ureidoglicolato es luego metabolizado a 

glioxilato y urea por una enzima ureidoglicolato liasa (PuuG) al igual que en E. coli 

[101] (Figura 4).  

Los genes que codifican las enzimas de los pasos iniciales de deaminación de 

adenina y guanina (adenina deaminasa y guanina deaminasa) se encuentran en una 

región cromosómica, mientras que los genes del metabolismo de hipoxantina y los 

pasos sucesivos de degradación de ácido úrico y alantoína se encuentran agrupados en 

otra región cromosómica en P. aeruginosa [102]. 
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Figura 4. Metabolismo de alantoína en E. coli, B. subtillis y Pseudomonas.  

 

Regulación del metabolismo de alantoína 

Además de ser componentes abundantes del suelo, las purinas constituyen una 

gran parte de la biomasa celular y forman parte de una gran diversidad de procesos 

celulares; no solo son constituyentes esenciales de los ácidos nucleicos sino que 

también juegan un papel central en la transferencia y el almacenamiento de energía 

(ATP) así como también en la síntesis proteica y la señalización celular (GTP) [103].  

A pesar de la importancia del metabolismo de purinas, poco se conoce sobre la 

regulación de esta vía en bacterias. Los estudios más detallados sobre la regulación de 

la degradación de purinas han sido realizados principalmente en hongos, como 

Aspergillus nidulans, Saccharomyces cerevisiae y Neurospora crassa [104-106]. Sin 

embargo, existen algunos estudios importantes en E. coli y B. subtillis [95, 97, 107]. 

Como se mencionó anteriormente, en E. coli los genes que codifican para todas 

las enzimas involucradas en la degradación de alantoína se encuentran agrupados en 

tres unidades transcripcionales. La regulación transcripcional de estos promotores es 

mediada de manera coordinada por la proteína represora AllR y el activador 

transcripcional AllS [95]. En condiciones fisiológicas normales, el represor AllR inhibe la 

transcripción a partir de los promotores allAp, gclp y allSp reprimiendo la expresión de 

enzimas del catabolismo de alantoína y glioxilato y así como también del activador 
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AllS.  En ausencia de AllS los genes bajo el control del promotor allDp no se transcriben. 

Cuando las concentraciones de glioxilato intracelular aumentan, el represor AllR se 

libera de sus sitios operadores permitiendo la transcripción a partir de allAp y gclp, esto 

ocurre en condiciones tanto de anaerobiosis como aerobiosis. Para que la expresión a 

partir de allSp sea completa se requiere de otros factores aún no identificados que 

actúan en trans y que responden a condiciones anaeróbicas y de limitación de 

nitrógeno. Cuando esto ocurre, altos niveles del activador AllS junto con altas 

concentraciones de alantoína activan la transcripción a partir de allDp [94, 95](Figura 

5).  

El regulador AllR pertenece a la familia IclR, cuyo miembro fundador es el 

regulador del ciclo del glioxilato en E. coli, IclR. Estos reguladores presentan un sitio 

HTH (del inglés helix turn helix) de unión a ADN en el extremo N-terminal y un sitio de 

interacción con moléculas efectoras en el extremo C-terminal. Además de glioxilato, 

que actúa como activador del metabolismo de alantoína, interaccionando con AllR y 

desestabilizando la unión a ADN, posteriormente se propuso que alantoína es un co-

represor de AllR, aumentando la afinidad del mismo por sus sitios operadores [108]. 

Sin embargo, la función de la molécula de alantoína y su interacción con AllR aún no ha 

sido incluida en el modelo de regulación anteriormente descripto. 

Los sitios específicos de unión del regulador AllR han sido caracterizados y los 

mismos son casi completamente palindrómicos. La proximidad de estos sitios de unión 

a los sitios de inicio de la transcripción de los genes que regula permiten inferir que 

este represor inhibe el inicio de la transcripción por la ARN polimerasa debido a un 

impedimento estérico o por inhibición por contacto. AllR se une como tetrámeto a los 

sitios operadores, este estado oligomérico se produce por interacción dímero-dímero 

de los extremos C-terminales. La formación de los dímeros por el contrario, se da 

mediante los extremos N-terminales de los monómeros [109]. 

Por otro lado, el regulador AllS no ha sido ampliamente caracterizado, el mismo 

pertenece a la familia LysR, estos reguladores requieren de la interacción con una 

molécula co-inductora que produce un cambio conformacional y aumenta la afinidad 

de unión a los sitios específicos en el ADN. Está molécula sería alantoína según el 

modelo de regulación anteriormente descripto [95].  



INTRODUCCIÓN 

24 
 

En B. subtillis, existe un único regulador transcripcional, PucR, que posee una 

función dual de activador y represor. Este regulador no solo controla la expresión de 

los genes de degradación de alantoína sino también la de otros genes involucrados en 

el metabolismo de purinas. En condiciones de limitación de nitrógeno y exceso de 

purinas o intermediarios de degradación de estas moléculas, se activa la expresión de 

PucR que, por un lado, reprime los genes que codifican para el complejo XDH y su 

propia expresión, mientras que por otro lado, activa los genes que codifican para las 

enzimas del metabolismo de ácido úrico y alantoína como UO, alantoinasa, alantoato 

amidohidrolasa, ureidoglicolato liasa y el gen que codifica para la adenina deaminasa. 

La expresión del gen pucR a su vez estaría regulada por el regulador global del 

metabolismo de nitrógeno en B. subtillis, TnrA [97, 107]. 

El mecanismo de regulación del catabolismo de purinas en B. subtillis es distinto 

al propuesto en E. coli, y PucR no presenta homología con los reguladores AllR o AllS 

de esta bacteria [107]. En Pseudomonas aún no se conoce el regulador transcripcional 

de los genes implicados en el metabolismo de purinas o alantoína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Regulon alantoína en E. coli. 
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Metabolismo de purinas en S. coelicolor 

En el género Streptomyces las vías de recuperación de purinas que permiten el 

mantenimiento de la homeostasis de estos compuestos o las vías catabólicas que 

permiten la utilización de purinas como fuente de nitrógeno o carbono han sido poco 

estudiadas [110]. Únicamente cuatro enzimas de esta vía han sido caracterizadas hasta 

el momento en S. coelicolor y S. cyanogenus. Las mismas son la hipoxantina 

fosforibosil-transferasa (HPRT), XDH, UO y adenosina deaminasa [111-113].  

La enzima HPRT cataliza la conversión de inosine-5´-fosfato (IMP) en hipoxantina 

[111], luego la oxidación de hipoxantina a ácido úrico es catalizada por la enzima XDH 

en dos pasos pasando por el intermediario xantina o en menor medida por 6-8-

dihidroxipurina (DHOP) [112, 114]. Finalmente, la oxidación de ácido úrico a alantoína 

ocurre mediante tres pasos enzimáticos donde únicamente se conoce el primer paso 

mediado por la enzima UO, que oxida el ácido úrico a HIU [113] (Figura 6). Las 

reacciones catalizadas por XDH y UO generan moléculas de H202 por lo que también se 

encuentran asociadas a esta vía enzimas catalasas. 

 

 

 

Figura 6. Metabolismo de purinas en S. coelicolor. 

 

La proteína HPRT fue purificada a partir de S. cyanogenus por Ohe y Watanabe 

[115] y cataliza una reacción reversible, encontrándose involucrada tanto en el 
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anabolismo como en el catabolismo de nucleótidos. La dirección de la reacción 

depende  de la expresión de la enzima XDH que desplaza la reacción a favor de la 

formación de ácido úrico y el catabolismo de IMP [116, 117]. Se supone que la 

expresión de HPRT es constitutiva durante todo el crecimiento del organismo por lo 

que, en presencia de hipoxantina agregada al medio de cultivo, la reacción se  desplaza 

hacia la síntesis de IMP. Sin embargo, en fase exponencial tardía la proteína XDH 

comienza a expresarse y la reacción se desplaza a favor del catabolismo de este 

nucleótido. Este fenómeno se encuentra favorecido en condiciones de escasez de 

nitrógeno [117]. 

La enzima UO también fue purificada de S. cyanogenus por Ohe y Watanabe 

[118]. Al igual que en otros géneros bacterianos como Pseudomonas y Bacillus [91, 

119], la enzima uricasa de S. cyanogenus no requiere de cationes Cu+2 o Fe+2 como las 

uricasas eucariotas [120].  

La proteína UO es de gran interés biotecnológico ya que es utilizada en el 

tratamiento terapéutico de la enfermad de la gota y además para ensayos de 

diagnóstico de ácido úrico donde este se utiliza como reactivo principal. En la 

actualidad se utiliza la proteína UO de  Aspergillus flavus obtenida de manera 

recombinante en S. cerevisiae. Sin embargo, los estudios en busca de proteínas más 

adecuadas continúan hoy en día luego del descubrimiento de otras enzimas implicadas 

en el catabolismo de ácido úrico [83]. Estudios bioinformáticos realizados 

recientemente determinaron que la enzima UO de una especie poco conocida de 

Streptomyces, S. bingchenggensis BCW-1, sería buena candidata para aplicaciones 

médicas debido a una mayor especificidad de sustrato para ácido úrico  

[121]. 

Otra enzima caracterizada del metabolismo de purinas en el género 

Streptomyces es la enzima adenosina deaminasa que cataliza la deaminación 

irreversible de adenosina en inosina y amonio. Esta actividad fue descubierta en 

primera instancia en el sobrenadante de cultivos de especies de Streptomyces y luego 

purificada y caracterizada en S. coelicolor [122, 123]. 

La actividad XDH fue estudiada recientemente en S. coelicolor mediante la 

identificación de tres genes (xdhABC) que codificarían para subunidades de un 

complejo XDH.  XdhA forma el centro de unión de hierro-azufre [2Fe-2S], XdhB une el 
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dinucleótido de flavina-adenina (FAD) y XdhC es la subunidad de unión a 

molibdopterina. Este complejo proteico no fue purificado pero se determinó su 

actividad mediante ensayos enzimáticos realizados en extractos proteicos totales 

provenientes de una mutante en los genes xdhABC y comparando con la cepa parental. 

En estos estudios también se caracterizó el regulador transcripcional negativo de estos 

genes, XdhR, cuyo gen codificante se encuentra corriente abajo de xdhABC. Este 

represor pertenece a la familia de reguladores TetR y la inactivación del mismo tiene 

efectos sobre la producción de antibióticos y el desarrollo morfológico de la cepa de S. 

coelicolor. Los autores sostienen que este efecto se debería una expresión inapropiada 

del complejo XDH en la mutante XdhR- , que provocaría un aumento en los niveles de 

xantina y GTP en las células y consecuentemente un aumento de molécula 

señalizadora (p)ppGpp [124].  

El metabolismo a partir de alantoína y la incorporación de las moléculas de 

degradación de la misma al metabolismo central no han sido estudiadas en ninguna 

especie de Streptomyces. Las primeras evidencias de la presencia de actividad 

alantoinasa y alantoicasa en Streptomyces provienen de estudios de fines de la década 

del 70 por Ohe y Watanabe. Estos autores determinaron el crecimiento de S. 

cyanogenus usando hipoxantina como única fuente de nitrógeno y asumieron la 

existencia de estas enzimas [117]. De manera similar, Elzainy y El-Awamry sostuvieron 

lo mismo debido al crecimiento de S. viridiviolaceus en hipoxantina y xantina como 

única fuente de nitrógeno. Estos autores fueron más lejos y propusieron también la 

existencia de enzima ureidoglicolato liasa en esta especie bacteriana [125].  
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El objetivo general del laboratorio es estudiar la influencia del metabolismo 

primario sobre el secundario. En este trabajo de tesis profundizamos el estudio del 

metabolismo de alantoína como etapa final del metabolismo de purinas, su regulación 

y el efecto de este metabolismo sobre la producción de antibióticos en S. coelicolor. 

Es por esto que  nos planteamos los siguientes objetivos específicos: 

• Identificar y caracterizar las enzimas involucradas en el metabolismo 

de alantoína en S. coelicolor. 

• Estudiar la regulación transcripcional de la vía de degradación de 

alantoína S. coelicolor. 

• Estudiar el efecto del metabolismo de alantoína y su regulación sobre 

la producción de antibióticos de S. coelicolor. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
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Cepas bacterianas y plásmidos 

Todas las cepas de E. coli y S. coelicolor, plásmidos y oligonucleótidos más relevantes 

de este trabajo de tesis se listan en las Tablas I, II y III. 

 

Tabla I. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo de tesis. 

 

Cepas Descripción 
Referencia o 
Fuente 

E. coli   

DH5α 
E. coli K-12 F- lacU169 (φ80lacZΔM15) endA1 recA1 

hsdR17 deoR supE44 thi-1-l2  gyrA96 relA1 
[126] 

ET 12567 
supE44 hsdS20 ara-14 proA2 lacY galK2 rpsL20 xyl-5 

mtl-1 dam dcm hdsM (CmR) 
[127] 

BL21(DE3) 
E. coli B F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3 

[lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) 
[128] 

S. coelicolor   

M145 Cepa parental SCP1- SCP2- [129] 

AllR- M145 SCO6246::Tn5066, HygR Esta tesis 

AllB- M145 SCO6247::Tn5062, AmR Esta tesis 

Alc- M145 SCO6248::Tn5062, AmR  Esta tesis 

AceB1- M145 SCO6243::Tn5062, AmR  Esta tesis 

Gcl- M145 SCO6201::Tn5062, AmR  Esta tesis 

Hyi- M145 SCO6206::Tn5062, AmR  Esta tesis 

UreB- M145 SCO1235::Tn5062, AmR Esta tesis 

AllR- AceB1- AllR-, SCO6243::Tn5062, HygR AmR Esta tesis 

AllR- Gcl- AllR-, SCO6201::Tn5062, HygR AmR Esta tesis 

AllR- Hyi- AllR-, SCO6206::Tn5062, HygR AmR Esta tesis 

∆P-AllB M145 ∆PallR-allB  Esta tesis 

AllR-/allR AllR- attφBT1::pJM12, HygR KmR Esta tesis 

AllR- Hyi-/hyi AllR- Hyi- attφBT1::pLN27, HygR AmR KmR Esta tesis 

∆P_AllB/allR ∆P_AllB attφBT1::pJM12, KmR Esta tesis 
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∆P_AllB/allB-alc ∆P_AllB attφBT1::pLN09, KmR Esta tesis 

 

Tabla II. Plásmidos utilizados en este trabajo de tesis 

 

Plásmido Descripción 
Referencia o 

Fuente 

2H4.2.D01(HygR) 

Cósmido (reppUC, KmR) para conjugación entre 

E.coli – Streptomyces con una inserción del Tn5066 

(oriT, HygR) en el gen sco6246 

[130] 

AH10.1.F09 

Cósmido (reppUC, KmR) para conjugación entre 

E.coli – Streptomyces con una inserción del Tn5062 

(oriT, AmR) en el gen sco6247 

[130] 

2H4.2.G01 

Cósmido (reppUC, KmR) para conjugación entre 

E.coli – Streptomyces con una inserción del Tn5062 

(oriT, AmR) en el gen sco6248 

[130] 

2H4.2.A01 

Cósmido (reppUC, KmR) para conjugación entre 

E.coli – Streptomyces con una inserción del Tn5062 

(oriT, AmR) en el gen sco6243 

[130] 

SC2G5.2.F07 

Cósmido (reppUC, KmR) para conjugación entre 

E.coli – Streptomyces con una inserción del Tn5062 

(oriT, AmR) en el gen sco6201 

[130] 

2STG1.1.A10 

Cósmido (reppUC, KmR) para conjugación entre 

E.coli – Streptomyces con una inserción del Tn5062 

(oriT, AmR) en el gen sco1235 

[130] 

2G5.2.G11 

Cósmido (reppUC, KmR) para conjugación entre 

E.coli – Streptomyces con una inserción del Tn5062 

(oriT, AmR) en el gen sco6206 

[130] 

pET28a 
Vector de expresión de proteínas recombinantes 

bajo el promotor del fago T7, KmR 
Novagen 

pCR®-BluntII-

TOPO® 

Plásmido para el clonado de fragmentos de ADN 

romos, KmR 
Invitrogen 

pUZ8002 Plásmido helper utilizado en conjugación E. coli-S. [129] 
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coelicolor, KmR 

pKOS111-47 
Plásmido helper utilizado en conjugación E. coli-S. 

coelicolor, ApR 

B. Julien 

(comunicación 

personal) 

pSET152 

Vector conjugativo e integrativo en Streptomyces 

basado en el sistema de recombinación del fago 

φC31, AmR 

[131] 

pRT802 

Vector conjugativo e integrativo en Streptomyces 

basado en el sistema de recombinación del fago 

φBT1, KmR 

[132] 

pLN04 oriT, conteniendo los genes allR-alc, AmR  Esta tesis 

pJM12 
Derivado pRT802 conteniendo el gen sco6246 bajo 

el control de su propio promotor (PallR), KmR 

Tesina Juan 

Pablo 

Macagno 

pLN06 
Derivado pRT802 conteniendo el gen sco6247 bajo 

el control de su propio promotor (PallB), KmR 
Esta tesis 

pLN07 
Derivado pRT802 conteniendo el gen sco6248 bajo 

el control del promotor PallB, KmR 
Esta tesis 

pLN09 

Derivado pRT802 conteniendo el gen sco6247 y el 

gen sco6248 bajo el control del promotor PallB, 

KmR 

Esta tesis 

pLN27 
Derivado pRT802 conteniendo el gen sco6206 bajo 

el control de su propio promotor (Phyi), KmR 
Esta tesis 

pLN32 

Derivado pRT802 conteniendo el gen sco1235 y el 

gen 1236 bajo el control de su propio promotor 

(Pure), KmR 

Esta tesis 

pLN02 
Derivado pET28a(+) conteniendo el gen SCO6246 

bajo el control del promotor T7, KmR 
Esta tesis 

pLN03 
Derivado pET28a(+) conteniendo el gen SCO6247 

bajo el control del promotor T7, KmR 
Esta tesis 

pLN05 Derivado pET28a(+) conteniendo el gen SCO6248 Esta tesis 
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bajo el control del promotor T7, KmR 

pLN16 
Derivado pET28a(+) conteniendo el gen SCO6206 

bajo el control del promotor T7, KmR 
Esta tesis 

pLN24 
Derivado pET28a(+) conteniendo el gen SCO6205 

bajo el control del promotor T7, KmR 
Esta tesis 

pTR285 
Derivado pRT802 conteniendo el promotor 

constitutivo PermE*, KmR 
[9] 

pXE1 

Derivado pTR285 que contiene los genes 

reporteros xylTE bajo el control del promotor 

constitutivo PermE* 

Tesina Juan 

Pablo 

Macagno 

pXE2 
Derivado pTR285 que contiene los genes 

reporteros xylTE sin  promotor 

Tesina Juan 

Pablo 

Macagno 

pJM27 
Derivado pRT802 conteniendo los genes xylTE bajo 

el control del promotor PallR 

Tesina Juan 

Pablo 

Macagno 

pJM28 
Derivado pRT802 conteniendo los genes xylTE bajo 

el control del promotor PaceB1. 

Tesina Juan 

Pablo 

Macagno  

pJM31 
Derivado pRT802 conteniendo los genes xylTE bajo 

el control del promotor PallB 

Tesina Juan 

Pablo 

Macagno 

pLN39 
Derivado pRT802 conteniendo los genes xylTE bajo 

el control del promotor Phyi 
Esta tesis 

 

 

Tabla III. Oligonucleótidos utilizados durante el desarrollo de esta tesis. 

 

Nombre Secuencia (sentido 5´-3´) 
Sitio de 
restricción  

P6247_40 bp (1) CTGCTTGCTGGAATTCTAATTCCGCTTTGTGGAAACGTCC - 

P6247_40 bp (2) GGACGTTTCCACAAAGCGGAATTAGAATTCCAGCAAGCAG - 
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Mut1 CTGCTTGCTGGAATTCTAAACTGGCTTTGTGGAAACGTCC - 

Mut2 GGACGTTTCCACAAAGCTGACTTAGAATTCCAGCAAGCAG - 

Mut3 CTGCTTGCTGGAATTCTAAACTGGCTTTGTATTGACGTCC - 

Mut4 GGACGTTTCCACAAAGCTGACTTAGAATAACAGCAAGCAG - 

Mut5 CTGCTTGCTGGAATTCTAATTCCGCTTTGTATTGACGTCC - 

Mut6 GGACGTTTCCACAAAGCGGAATTAGAATAACAGCAAGCAG - 

RThrdBR GTTGATGACCTCGACCATGT   - 

RThrdBL CAAGGGCTACAAGTTCTCCA - 

RTactIIORF4R TACACGAGCACCTTCTCACC - 

RTactIIORF4L TGGAATCGTATCGGAATCTC - 

RTaceB1R CGGAAGTTCTTGACGATG - 

RTaceB1L GGAACGAGGTCTTCGTCGTCTT - 

RTallBL GCACTACCTCACGCTCACC - 

RTallBR AAGTCGTCGGTCTTGAGGTC - 

RTalcL ACGCCTCCAACCTCTTCTAC - 

RTalcR ATCCAGTCGTTGCCCTTG - 

RTallRL ACGGGGACGAGATCGTGT  - 

RTallRR GCGTGGTGATGGTCTTGTC  

sco6246_Spe TTTACTAGTTCAGGCGGCCGGGTTGCC SpeI 

sco6247_Nde TTTCATATGTCCGAAGCTGAACTG NdeI 

sco6247_Spe TTTACTAGTTCAGGCCCGGTCGAG SpeI 

sco6248_Nde TTTCATATGACGGCCCAGCAGAACAC NdeI 

sco6248_Spe TTTACTAGTCAGCCGCCCAGTTCCTGG SpeI 

sco6206_Nde TTTCATATGGGATTCGCAGACCAGCGCTTC NdeI 

sco6206_Spe TTTACTAGTCAGCGGGCCGCGCGGGCCCC SpeI 

sco6205_Nde TTTCATATGAGCACGCTCCCAAGGTCG NdeI 

sco6205_Spe TTTACTAGTTCAGACCTGGTCGCCGGAG SpeI 

sco1236_Nde TTTCATATGCAACTGACCCCGCACGAGCAG NdeI 

sco1235_Spe TTTACTAGTCAGGCATCGAGGGCACCTCCG SpeI 

P6247_Not TTTGCGGCCGCACGTTCCTTTCGGGG NotI 

P6247_Nde GGGCATATGCCGGATCCCCTTCTCTGC NdeI 
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P6206_Not TTTGCGGCCGCTCACCGCTCGCCCTCTCCC NotI 

P6206_Nde TTTCATATGCCACGGCGCGAGGGAAGGCG NdeI 

P1236_Not TTTGCGGCCGCAGCACCGGGGGCCGGAC NotI 

P1236_Nde TTTCATATGCCACCTCACAGGGCATC NdeI 

PaceB1_BamHI TTTGGATCCTTGAGTGAGCGAGGTGGC BamHI 

PaceB1_Nde TTTCATATGCTGTCACTTCCTTCAGC NdeI 

sco6201_Nde TTTCATATGGCTCGTATGACCGCTGC NdeI 

sco6201_Spe TTTACTAGTCAGACCTTCAGCGTCCT SpeI 

sco6243_C GCGGACGACTCCTGGAAG - 

sco6243_D TGCCGAGGTCCAGCAGAC - 

Sco1235_Nde TTTCATATGATCCAGAGATCCTCTTC NdeI 

Sco1235_Spe TTTACTAGTCAGGGAGGGCACCTCCG SpeI 

EZR1 ATGCGCTCCATCAAGAAGAG - 

EZL2 TCCAGCTCGACCAGGATG - 

 

Los nucleótidos en negrita corresponden a los sitios de restricción especificados en la 

última columna de la tabla. Los nucleótidos subrayados corresponden a la secuencia original 

(cebadores P6247_40 bp (1) y P6247_40 bp (2)) y las secuencias mutadas (cebadores Mut1, 

Mut2, Mut3, Mut4, Mut5 y Mut6). 

 

Medios de cultivo  

Medios de cultivo sólidos [129] 

Soja – Manitol (SM)  

Este medio de cultivo se utilizó para la selección de exconjugantes en los 

experimentos de conjugación E. coli – Streptomyces, para el mantenimiento de cepas y 

la preparación de esporas.  

 

Agar ....................................................................... 20 g 

Manitol .................................................................. 20 g 

Harina de soja........................................................ 20 g 

H2O de la canilla ............................................... csp. 1 L 
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Medio mínimo suplementado sólido 

Este medio de cultivo se empleó para el estudio de la producción de antibióticos 

de S. coelicolor. Se utilizó acetato 0,5% p/v como fuente de carbono y 0,2% casa 

aminoácidos como fuente de nitrógeno. 

 

Difco Casa aminoácidos .......................................... 2 g 

Buffer TES ........................................................... 5,73 g 

Agar ....................................................................... 24 g 

H2O ................................................................... csp. 1 L 

 

Luego de autoclavar se agrega por cada 200 mL de medio: 

 

NaH2PO4 + K2HPO4 (50 mM cada uno) ................. 2 mL 

MgSO4 (1M) .......................................................... 1 mL 

Elementos traza................................................. 0,2 mL 

 

La solución de elementos traza contiene: 0,1 g/L de ZnSO4.7H2O, FeSO4.7H2O, 

MnCl2.4H2O, CaCl2.6H2O y NaCl. 

 

Medios de cultivo líquidos [129] 

2xYT 

Usado para germinar esporas de Streptomyces en los experimentos de 

conjugación. 

 

Difco Bacto triptona .............................................. 16 g 

Difco Bacto extracto de levadura .......................... 10 g 

NaCl ......................................................................... 5 g 

H2O ................................................................... csp. 1 L 

 

TSB (Caldo Triptona Soja)  

Este medio se utilizó en la preparación de micelios para la posterior extracción 

de ADN genómico. 
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Caldo de triptona de soja ............................... 30 g 

H2O ............................................................ csp. 1 L 

 

Medio mínimo suplementado líquido (MM)  

Este medio fue utilizado para realizar los estudios de crecimiento, fusiones 

reporteras, producción de antibióticos y determinaciones de amonio y urea.  

Como fuente de carbono se utilizó alternativamente glucosa 1% P/V o alantoína 

20 mM. Como fuente de nitrógeno se utilizó casa aminoácidos 0,2%, alantoína 20 mM, 

urea 40 mM o (NH4)2SO2 80 mM. Los medios se denominaron MM-GC, MM-GCA, MM-

GA, MM-A,  MM-GU y MM-GN.  

 

PEG 6000 ................................................................. 5 g 

H2O ............................................................ csp. 100 mL 

 

Luego de autoclavar se agrega por cada 100 mL de medio: 

 

NaH2PO4 + K2HPO4 (50 mM cada uno) ................. 1 mL 

MgSO4.7H20 (24 g/L) ......................................... 2,5 mL 

Buffer TES (0,25 M pH 7.2) ................................. 10 mL 

Antiespumante (1% P/V) ...................................... 1 mL 

Elementos traza................................................. 0,1 mL 

 

La solución de elementos traza es igual a la de médio mínimo sólido. 

 

Luria Bertani (LB) [133] 

Este medio, tanto líquido como sólido, se utilizó para mantener y crecer cepas de 

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

 

Peptona de caseína ............................................... 10 g 

Extracto de levadura ............................................... 5 g 

NaCl ......................................................................... 5 g 
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H2O .................................................................... csp. 1 l 

Ajustar a pH 7 con NaOH 

Para la obtención de medio sólido se suplementó el mismo agar hasta una 

concentración final de 1,5 % (P/V). 

 

Condiciones de crecimiento 

Preparación de esporas de Streptomyces  

Una colonia aislada fue repicada y esparcida en direcciones perpendiculares con 

palillo sobre placas de medio sólido soja-manitol (SM). Éstas luego se incubaron por 6 

días a 30ºC o hasta obtener un pasto confluente de esporas grises. Las esporas fueron 

colectadas en 20% V/V glicerol, tituladas en medio LB y guardadas a -80ºC.  

 

Cultivos de Streptomyces en medio líquido  

Se utilizaron erlenmeyers con deflectores, para favorecer la aireación, y 

siliconizados, para evitar la adhesión del micelio a las paredes. El medio de cultivo se 

inoculó con esporas de S. coelicolor  con una concentración final de 107 esporas/mL. 

Los cultivos crecieron a 30 °C, con una agitación de 200-250 rpm durante un período 

de tiempo dependiente del ensayo. El volumen de medio de cultivo nunca excedió la 

quinta parte del recipiente. 

Las curvas de crecimiento se realizaron mediante extracciones proteicas totales 

de cada alícuota de cultivo (1 mL) tomada a diferentes tiempos, para esto cada 

alícuota fue centrifugada a máxima velocidad y la preparación proteica se realizó 

mediante sonicación a 25 % de amplitud, 5 veces x 10 segundos cada vez (VibraCell 

Ultrasonic Processor-Sonics & Materials Inc.). Posteriormente, se centrifugo a 14000 

rpm y la concentración proteica en el sobrenadante se determinó por el método que 

se describe en la página 46. Cada determinación se realizó por duplicado. 

 

Cultivos de E. coli en medio líquido 

Las cepas bacterianas se inocularon desde medio sólido a una absorbancia inicial 

(DO600nm) de 0,01 y el volumen del medio de cultivo (LB) en ningún caso superó la 

quinta parte del recipiente. Los cultivos crecidos durante toda la noche (ON) fueron 

diluidos 1:100 en medio LB fresco o fueron recolectados por centrifugación. Cuando 
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fue necesario, el medio fue suplementado con 100 μg ml-1 ampicilina (Ap), 20 μg ml-1 

cloramfenicol (Cm),  50 μg ml-1 kanamicina (Km), 50 μg ml-1 apramicina (Am) o 100 μg 

ml-1 higromicina (Hyg) para el mantenimiento de los plásmidos. Para el crecimiento se 

utilizaron baños termostatizados a 37ºC con vigorosa agitación. 

 

Transformación de E. coli  

La cepa Escherichia coli DH5α [126] fue utilizada para los subclonados de rutina. 

Las cepas de E. coli utilizadas  fueron transformadas por golpe térmico en presencia de 

CaCl2 siguiendo los métodos convencionales [133]. Brevemente, a partir de 10 ml de 

cultivo de fase logarítmica (DO600nm de aproximadamente 0,5) crecido a 37 0C, se 

colectaron por centrifugación (10 min, 4000 X g, 4 0C) las células correspondientes a 1 

ml de cultivo, se lavaron con 1 ml de Solución 1 de transformación estéril (10 mM 

Solución MOPS y 10 mM KCl, pH 7) y luego se resuspendieron en 1 ml de la misma 

solución. Las células se recuperaron por centrifugación y se resuspendieron en 1 ml de 

Solución 2 (0,1 M MOPS, 50 mM CaCl2, 10 mM KCl, pH 6,5) y se incubaron 15 min. a 4 

0C en baño de hielo. Para la transformación, las células se centrifugaron y 

resuspendieron en 0,1 ml de la Solución 2, se agregó 1 - 200 ng de ADN en un volumen 

menor a 10 µl, y finalmente la mezcla se incubó 30 min a 4 0C en baño de hielo. Luego 

se transfirió a un baño de agua a 42 0C durante 1 min y posteriormente se incubaron 2 

min más en hielo. Las células se incubaron en 1 ml de medio LB durante 1 h a 37 0C y 

una alícuota de 100 µl de esta preparación fue sembrada en una placa con medio LB 

agar con los antibióticos apropiados para la selección de las transformantes. 

 

Expresión heteróloga de proteínas en E. coli 

Para la expresión de proteínas heterólogas en E. coli se utilizó la cepa BL21 (DE3) 

transformada con los plásmido pLN02, pLN03, pLN05, pLN16 o pLN24. La cepa BL21 

(DE3) es una cepa de E. coli B lisogénica con λDE3, un profago derivado del fago λ que 

expresa la T7 ARN polimerasa a partir del promotor lacUV5, el cual es insensible a 

represión por catabolito (glucosa) e inducible por lactosa o su análogo isopropil-β-D-

tiogalactopiranósido (IPTG). 

Luego de crecer esta cepa hasta una DO600nm ≈ 0,5-0,6 a 37°C, se adicionó IPTG 

0,5 mM final para inducir la expresión de la proteína His6-Sco6246 (AllR), His6-Sco6247 
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(AllB), His6-Sco6248 (Alc), His6-Sco6206 (Hyi) o His6-Sco6205 (GlxR). Los cultivos fueron 

crecidos durante la noche a 20°C, para favorecer el correcto plegado de la proteína y 

evitar la formación de agregados proteicos. 

Las células fueron cosechadas, lavadas y resuspendidas en solución A (Tris-HCl 50 

mM pH 8, NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM). Luego se agregó PMSF 0,1 mM final. Los 

extractos proteicos se prepararon y analizaron como se describe posteriormente en la 

página 44. 

En el caso de la expresión de la proteína recombinante AllB, el medio de cultivo 

LB se utilizó como tal o fue inicialmente suplementado con 1mM CoCl2 o 1 mM ZnCl2 

para la preparación de extractos proteicos totales, o  con 1mM CoCl2 para la 

purificación de la proteína [134]. 

 

Conjugación E. coli – Streptomyces  

Para la transferencia de plásmidos movilizables entre E. coli y S. coelicolor se 

siguió una técnica modificada del método original [131]. La conjugación intergenérica 

se realizó utilizando como cepa dadora E. coli ET12567 (CmR)/pKOS111-47 (ApR) y 

como cepa receptora S. coelicolor M145 (parental). El plásmido pKOS111-47 

proporciona las funciones de transferencia a plásmidos que contienen un origen de 

transferencia oriT, pero no puede autotransferirse por poseer una mutación en su 

propio oriT [135].  

Por cada conjugación, 108 esporas de Streptomyces se agregaron a 500 μl de 

medio 2xYT y se germinaron por calentamiento a 50ºC durante 10 min. Las células 

posteriormente se sembraron en placas de medio soja–manitol (SM) suplementado 

con MgCl2 10 mM. Luego sobre las esporas se sembraron con ansa por medio de 

estrías las células dadoras ET12567/pKOS111-47 conteniendo el vector a transferir. Las 

placas se incubaron a 30°C durante la noche y luego se cubrió cada placa con 1 ml de 

dH2O conteniendo 0,5 mg ácido nalidíxico y 2,5 mg Km, 0,5 mg Am o 0,5 mg Hyg según 

el marcador utilizado en el vector. Finalmente, las placas fueron incubadas en estufa a 

30°C durante 3 a 4 días hasta la aparición de las transconjugantes. 
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Construcción de mutantes insercionales de S. coelicolor 

Para la construcción de mutantes insercionales se utilizó una biblioteca de 

inserciones de transposones construida por el grupo del Dr. Dyson en la Universidad de 

Swansea, Gales [136]. Esta biblioteca se obtuvo in vitro utilizando el transposón 

Tn5062 y los cósmidos usados originalmente en el proyecto de secuenciación del 

genoma de S. coelicolor [130]. Cada uno de los cósmidos mutantes que constituyen 

esta biblioteca posee la inactivación por transposición de un único gen de S. coelicolor. 

Cada una de las inserciones del Tn5062 fue primero aislada en E. coli y luego mapeada 

mediante secuenciación del ADN. Además, la incorporación de un origen de 

transferencia, oriT (RK2), en el transposón permite que cada cósmido pueda ser 

movilizado dentro de S. coelicolor por un experimento de conjugación, dando 

exconjugantes con la disrupción génica deseada con alta eficiencia [131]. De esta 

manera, utilizando cósmidos con inserciones en cada uno de los genes de interés, y por 

medio de experimentos de conjugación entre E. coli-Streptomyces, se obtuvieron 

cepas mutantes en AllR- (sco6246), AllB- (sco6247), Alc- (sco6248), Gcl- (sco6201), 

AceB1- (sco6243) y Hyi- (sco6206). En el caso de la mutante AllR-, primeramente se 

realizó un cambio del gen de resistencia a apramicina del transposon Tn5062 por el 

gen de resistencia a higromicina (Hyg) utilizando el  transposon Tn5066 del plásmido 

pQM5066. Para esto este plásmido fue digerido con PvuII y con mismo se transformó 

una cepa de E. coli DH5α que expresa el sistema de recombinación fago λ Red, 

obteniéndose de esta manera el cósmido 2H4.2.D01* (HygR) (Tabla III) [137].  

Para la construcción de las cepas dobles mutantes insercionales se partió de la 

cepa AllR-(HygR) y sobre esta se realizó el experimento de conjugación con E. coli 

previamente transformada con el cósmido de interés. De esta manera se obtuvieron 

las cepas mutantes AllR-Gcl- , AllR-AceB1- AllR-Hyi- y AllR- UreB- (sco1235). 

Estas cepas se seleccionaron por su resistencia a apramicina (AmR) y/o 

higromicina (HygR) y sensibilidad a kanamicina (KmS). La confirmación del genotipo de 

las cepas mutantes se realizó mediante PCR. Para esto se extrajo ADN genómico de 

cada cepa mutante obtenida, el cual se utilizó como molde en las reacciones de PCR. 

Se utilizaron los pares de cebadores correspondientes a cada gen junto con 

oligonucleótidos EZR1 y EZL2 hibridan sobre el transposón Tn5062 en direcciones 

opuestas hacia afuera del mismo y sirven para determinar los sitios de inserción (Tabla 
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III)[136]. En este caso fueron utilizados para la confirmación de las cepas mutantes 

(Figura 7). 

 

 

 

Figura 7. Representación esquemática de la inserción del transposón Tn5062 en el gen aceB1 (sco6243). 

Se destaca la orientación del gen de resistencia a apramicina (AmR) y las posiciones de los cebadores 

usados en las reacciones de PCR se indican con flechas. 

 

Construcción de mutante ∆P-AllB 

Para la construcción de esta cepa se utilizo el plásmido suicida movilizable pLN04 

(página 55). El mismo se utilizó para transformar una cepa de E. coli ET12567 

(CmR)/pKOS111-47 (ApR) y posteriormente se transmitió por conjugación a la cepa S. 

coelicolor AllR- (HygR). Se seleccionaron cepas apramicina e higromicina sensibles, las 

candidatas a presentar un doble evento de recombinación. Las mismas se chequearon 

por la técnica de Southern Blot que se detalla en la página 58. 

 

Detección de la producción de metabolitos secundarios 

Debido a que los antibióticos actinorrodina y undecilprodigiosina son coloreados 

es posible observar la presencia de los mismos durante el crecimiento de S. coelicolor 

en medio líquido. Varios ensayos espectrofotométricos han sido reportados para el 

análisis de actinorrodina y undecilprodigiosina [20, 138]. Estos análisis se basan en el 

color diferente y el corrimiento de absorbancia máxima observados para estos dos 

compuestos en soluciones ácidas y alcalinas. Actinorhodina (y sus congéneres) es azul 

en soluciones alcalinas fuertes, mientras que undecilprodigiosina es rojo en soluciones 

ácidas. 
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Determinación de actinorrodina 

Se sonicaron (7 segundos, 25% amplitud en VibraCell Ultrasonic Processor-Sonics 

& Materials Inc.) 0,5 ml de cultivo y se agregaron 250 μl de KOH 3 N para dar una 

concentración final de 1 N (pH ≈ 14,0). Se mezcló vigorosamente durante 15 min y 

luego se centrifugó a 4000 g por 5 min. Se recuperó el sobrenadante y se midió la 

absorbancia del mismo a 640 nm (Abs640nm). La concentración de actinorhodina pudo 

ser calculada usando su coeficiente de extinción molar (en KOH 1 N) a 640 nm, ε640nm = 

25.320 M-1 cm-1 [19]. PM = 620 g mol-1. 

 

Determinación de undecilprodigiosina 

Se cosecharon 0,5 ml de cultivo por centrifugación a 5.000 g por 10 min. Se 

descartó el sobrenadante (el compuesto está en la membrana) y se resuspendieron las 

células en 0,5 ml de metanol. Luego de acidificar con 10 μl de HCl 1 N (pH ≈ 1,5), se 

mezcló vigorosamente durante 15 min y se centrifugó a 4000 g por 5 min. Por último, 

se colectó el sobrenadante y se midió la absorbancia a 530 nm (Abs530nm). La 

concentración de undecilprodigiosina pudo ser calculada usando el coeficiente de 

extinción molar (en HCl 1 N) a 530 nm, ε530nm = 100.500 M-1 cm-1 [20]. PM = 393 g mol-

1. 

 

Análisis in vitro de proteínas 

Preparación de extractos proteicos de E. coli 

Para grandes volúmenes de cultivo, la ruptura celular se llevó a cabo utilizando 

una celda de presión (French Pressure Cell Press, SLM Instruments Inc.) donde cada 

muestra se sometió a 2 ciclos de presión-descompresión a 2000 psi.  

Volúmenes pequeños fueron tratados por sonicación durante 5 series de 10 s a 

25% amplitud usando un VibraCell Ultrasonic Processor (Sonics & Materials, Inc.). 

Posteriormente, los restos celulares se clarificaron por centrifugación a 14000 g 

durante 30 min. La porción soluble fue tomada del sobrenadante y empleada como 

extracto proteico total libre de células tanto para la purificación de las proteínas 

recombinantes como para la realización del análisis de expresión por SDS-PAGE. Todos 

los pasos se realizaron a 4°C. 
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Purificación de proteínas de fusión por cromatografía de afinidad 

Para la purificación de proteínas expresadas como proteínas de fusión a una 

secuencia de polihistidina se siguió el protocolo de purificación de proteínas solubles 

descripto por QIAGEN. Los extractos proteicos totales libres de células fueron 

sembrados tres veces a una columna de afinidad de Ni2+-NTA (Ácido Nitrilo-Tricloro-

Acético)-Agarosa (1 ml de resina) equilibrada previamente con la solución A (Tris-HCl 

50 mM pH 8, NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM). La columna fue seguidamente lavada 

con 20 volúmenes de la solución de equilibrado y posteriormente las proteínas unidas 

a la columna fueron eluídas usando un gradiente discontinuo creciente de imidazol 

(40, 60, 80, 100, y 200 mM). Las fracciones del eluído fueron colectadas y la presencia 

de proteínas fue analizada mediante SDS-PAGE (Figura 16, página 82).  

Las fracciones que contenían las proteínas purificadas fueron dializadas a 4°C 

frente a 100 volúmenes de una solución amortiguadora Tris 50 mM pH 7,4, glicerol 

20%. Se realizaron 2 cambios de dicha solución cada 12 horas. Todos los pasos se 

realizaron utilizando membranas de diálisis de corte 12 kDa pretratadas por ebullición 

durante una hora en agua destilada y EDTA para remover las trazas de metales 

pesados. 

Posteriormente, las proteínas fueron separadas en alícuotas, congeladas en 

nitrógeno líquido y almacenadas a -80°C. 

 

Tratamiento con Trombina 

El corte de la fusión N-terminal a His fue realizado con la proteína  His6-Sco6246 

unida a la resina de Ni2+-NTA – Agarosa. Para ello fue llevado a cabo el protocolo de 

purificación a partir de 500 mL de cultivo de E. coli BL21(DE3)/pLN04. Habiéndose 

encontrado en purificaciones anteriores que His6-Sco6246 eluye de la columna a una 

concentración de 200-250 mM imidazol, se realizaron los lavados correspondientes 

hasta la fracción de 100 mM imidazol. La columna fue lavada con 5 mL de solución de 

digestión para Trombina (Tris 50 mM, NaCl 300 mM, CaCl2 5 mM, DTT 1mM), y a 

continuación la resina fue resuspendida en 4 mL de la misma solución conteniendo 

trombina 5 μg/mL. Se realizaron dos digestiones de 3 y 16 horas con agitación a 

temperatura ambiente. Posteriormente el sobrenadante fue separado, la resina fue 
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lavada 2 veces con la solución A y tratada luego con solución A + 250 mM imidazol para 

extraer las proteínas cuya fusión a His N-terminal no hubiese sido removida y aún 

permanecieran unidas a la resina. Las distintas fracciones fueron recolectadas y 

analizadas por SDS-PAGE (Figura 29, página 116). 

 

Dosaje de proteínas  

La concentración de proteínas fue determinada mediante el método descripto 

por Bradford [139], usando como patrón una solución de albúmina sérica bovina (BSA) 

de concentración conocida.  

 

Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida 

Los extractos proteicos y las proteínas purificadas se analizaron mediante 

electroforesis en geles de acrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), 

utilizando la celda Mini-gel PROTEAN III (BioRad) y el sistema discontinuo de Laemmli 

[140]. La electroforesis se realizó únicamente con fines analíticos en condiciones 

desnaturalizantes y reductoras. Las muestras se incubaron en solución de siembra 

(glicerol 5%, SDS 2%, β-mercaptoetanol 0,1%, azul de bromofenol 0,1 mg/ml) durante 

3 min a 100ºC y posteriormente se sembró 1 μg de proteína aproximadamente por 

calle (límite de detección de la tinción con azul brillante de Coomassie). Se usó un 

sistema discontinuo que consiste en un gel de concentración (poliacrilamida 4,5% en 

Tris-HCl 0,126 M, pH 6,8, SDS 0,26% p/v) seguido por un gel de separación 

(poliacrilamida 12% en Tris-HCl 0,36 M, pH 8,8, SDS 0,26% p/v [133]. Para la corrida 

electroforética, realizada a temperatura ambiente, se utilizó una solución 

amortiguadora de Tris 0,3% p/v, glicina 1,44% p/v y SDS 0,1% p/v y se aplicó una 

corriente constante de 30 mA por gel. En todos los casos, la relación 

acrilamida:bisacrilamida utilizada fue 30:1.  

Luego de la electroforesis, para detectar proteínas totales los geles se fijaron en 

ácido acético 10% V/V, se tiñeron con azul brillante de Coomassie R-250 durante 15 

min y se destiñeron por ebullición en dH2O durante 10 min. Como marcadores de peso 

molecular se utilizaron: lisozima (14,4 kDa), inhibidor de tripsina de soja (21,5 kDa), 

anhidrasa carbónica (31 kDa), ovoalbúmina (45 kDa), albúmina sérica bovina (66,2 kDa) 

y fosforilasa B (97,4 kDa). 
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Transferencia e inmunodetección de proteínas (Western blot)  

Luego de la corrida por SDS-PAGE, la electrotransferencia de proteínas se llevó a 

cabo utilizando la celda Mini-Trans-Blot transfer (Bio-Rad) y siguiendo la técnica 

descripta en [141] y [133] Los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa en 

solución de transferencia (15,6 mM Tris, 120 mM glicina, 20 % V/V metanol, pH 8.8) al 

menos por 2 hs a 250 mA a 4 °C. 

Para detectar proteínas fusionadas a colas de histidina, se empleó la técnica 

recomendada por el fabricante de los anticuerpos anti-His (QIAgen). Después de la 

transferencia, las membranas se lavaron durante 10 min 2 veces en solución de TBS 

(10 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl), y se incubaron durante 1 h con solución 

bloqueante (3% P/V BSA en TBS). Luego se lavó 10 min dos veces más con TBS-

Tween/Triton (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 500 mM NaCl, 0.05% V/V Tween 20, 0.2% V/V 

Triton X-100), y 10 min más con TBS. Posteriormente se agregó el anticuerpo anti-His 

(1:3000) en solución bloqueante y se incubaron 1 h más en las mismas condiciones. A 

continuación, las membranas tratadas con anti-His fueron lavadas dos veces durante 

10 min. con  TBS-Tween/Triton y 10 min más con TBS. Luego fueron incubadas durante 

1 hora con el anticuerpo secundario (anti-IgG de ratón) conjugado con la enzima 

fosfatasa alcalina (BioRad, dilución 1:3000), en solución bloqueante. Se lavaron 10 min 

4 veces más con TBS-Tween/Triton y se revelaron utilizando  como sustratos de la 

fosfatasa alcalina NBT y BCIP (Sigma). 

 

Análisis transcripcional de fusiones reporteras 

Ensayo de actividad catecol 2,3-dioxigenasa 

Se utilizaron los genes reporteros xylTE, que codifican para la enzima catecol 2,3-

dioxigenasa (XylE), y para una proteína tipo ferredoxina que evita su inactivación por 

oxidación (XylT) [142].  

La actividad de los promotores PallR, PallB, PaceB1 y Phyi se ensayó utilizando 

los plásmidos pJM27, pJM28, pJM31 y pLN39, respectivamente. Como control positivo 

del sistema reportero xylTE se analizó el perfil de expresión de la fusión PermE*-xylTE 

contenida en el vector pXE1. Como control negativo se utilizó el plásmido pXE2. Los 

plásmidos portadores de las distintas fusiones reporteras fueron introducidos en la 
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cepa E. coli ET12567/pKOS111-47 y luego conjugados en las cepas de S. coelicolor 

M145 y AllR-. 

Las distintas cepas así construidas (Tabla I) fueron crecidas en MM-GC y se 

tomaron muestras de 10 mL a 24 horas de crecimiento. La actividad catecol 2,3-

dioxigenasa se midió como se describe en Kieser et al. [129]. Brevemente, cada una de 

las muestras obtenidas fue centrifugada 15 min a 4000 rpm, lavadas dos veces con una 

solución de Tris 100 mM pH 8 fría, centrifugadas nuevamente y resuspendidas en 

solución amortiguadora fosfato 100 mM pH 7,5, EDTA 20 mM pH 8,0, acetona 10% 

V/V. La disrupción de las células se realizó por sonicación, 4 series de 10 segundos a 

20% de amplitud y con 30 s de intervalo. Seguidamente, se agregó Tritón X-100 en una 

concentración final de 0,1% V/V y se mantuvieron los tubos en hielo durante 15 min. 

Luego de centrifugar por 10 min a 14000 rpm a 4°C, se determinó la concentración de 

proteínas totales del sobrenadante como se describió anteriormente. A continuación, 

volúmenes definidos se agregaron a 500 μL de solución de ensayo (solución 

amortiguadora fosfato 10 mM pH 7,5, catecol 0,2 mM). El cambio en la absorbancia se 

siguió a 375 nm. Cada muestra se midió por duplicado, verificando que el cambio de 

absorbancia observado respondiera de manera proporcional al volumen de extracto 

agregado para comprobar que el sustrato no fuera limitante de la reacción. La 

actividad se calculó a partir de la pendiente de la región lineal de la gráfica 

Absorbancia375 nm vs. tiempo (min) y se refirió a la cantidad de proteína agregada: 
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Determinaciones enzimáticas 

Determinación de actividad alantoinasa y alantoicasa 

Para la determinación de la actividad alantoinasa se utilizó alantoína (2.5- 120 

mM) como sustrato y se realizó un ensayo espectrofotométrico discontinuo acoplado a 

la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). La mezcla inicial de reacción contenía 

alantoína en buffer trietanolamina-HCl 50mM pH 8.2, en un volumen final de 0,36 mL y 

se incubó en un baño termostatizado a 30°C. La reacción se inició con el agregado de 

proteína AllB y se tomaron alícuotas a diferentes tiempos luego del agregado de la 
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enzima. La reacción se detuvo por tratamiento ácido mediante el agregado de 0,5 mL 

de HCl 0,5 N y calentamiento a 100°C durante 2 min. Este tratamiento descompone el 

alantoato formado en glioxilato y urea. Posteriormente se neutralizó el pH por 

agregado de 0,5 mL de de buffer fosfato de potasio 0,5 M pH 7.5 y se agregó NADH en 

una concentración final de 0,5 mM y 1U de LDH. Se determinó la disminución de la 

absorbancia a 340 nm por oxidación de NADH [143]. 

Para la determinación de la actividad alantoicasa se realizó un ensayo 

colorimétrico discontinuo determinándose la formación de urea en función del tiempo. 

La mezcla inicial de reacción contenía 90 mM alantoato en buffer trietanolamina-HCl 

50mM pH 8.2 en un volumen final de 0,5 mL y se incubó en un baño termostatizado a 

30°C. La reacción se inició con el agregado de proteína Alc y se tomaron alícuotas de 50 

µL a diferentes tiempos luego del agregado de la enzima. La reacción se  detuvo por 

calentamiento a 100°C durante 2 min. La formación de urea se determinó con el kit 

Urea Color 2R Wiener Lab. Brevemente, se incubó 1 µL de cada alícuolta con 100 µL de 

reactivo I (200 mM buffer fosfato, 750 mM ácido salicílico, 20 mM de sodio 

nitroprusiato y 10 mM EDTA) junto con una solución de enzima ureasa 75 U/mL, 

durante 5 min a 37°C. Luego se agregaron 100 µL de reactivo II (10 mM de hipoclorito 

de sodio en 0,1 M hidróxido de sodio) y se incubó durante 5 min a 37°C. El amonio 

formado se determinó por espectrofotometría a 570 nm. 

Para descartar la actividad alantoato amidohidrolasa, se realizó un ensayo 

utilizando el kit Urea Color 2R Wiener Lab sin el agregado de ureasa. Este ensayo 

permite determinar si existe generación previa de amonio en la reacción. La 

determinación colorimétrica se realizó nuevamente a 570 nm. 

El ensayo acoplado se realizó en buffer trietanolamina-HCl 50mM pH 8.2 

utilizando alantoína como sustratro, en un volumen final de reacción de 0,36 mL. La 

mezcla de reacción se incubó en un baño termostatizado a 30°C. Se determinó la 

formación de urea en función del tiempo con el kit Urea Color 2R Wiener Lab como fue 

detallado anteriormente. Para la determinación de actividad alantoinasa se agregó un 

exceso de un exceso de proteína Alc (relación AllB : Alc 1 : 10 U). Para la determinación 

de actividad alantoicasa se agregó un exceso de proteína AllB (relación AllB : Alc 10 : 1 

U). Como controles de este ensayo, se verificó la ausencia de reacción colorimétrica sin 

agregado de proteína AllB o sin agregado de proteína Alc a la mezcla de reacción.  



MATERIALES Y MÉTODOS 

50 
 

Una unidad de actividad enzimática se definió como la cantidad de enzima capaz 

de catalizar la formación 1 μmol de producto por minuto. 

 

Determinación de actividad hidroxipiruvato isomerasa y tartronato semialdehído 

reductasa 

Las actividades enzimáticas hidroxipiruvato isomerasa y tartronato semialdehído 

reductasa se determinaron mediante un ensayo acoplado espectrofotométrico 

continuo. La mezcla inicial de reacción contenía hidroxipiruvato (2.5 a 120 mM) y 0,4 

mM de NADH en 100mM buffer fosfato de potasio pH 7. El volumen final de reacción 

fue de 0,5 mL y se incubó previamente a 30°C en un baño termostatizado. La reacción 

se inició con el agregado de enzima. Para la determinación de actividad hidroxipiruvato 

isomerasa se agregó un exceso de un exceso de proteína GlxR (relación Hyi : GlxR 1 : 10 

U). Para la determinación de actividad  tartronato semialdehído reductasa se agregó 

un exceso de proteína Hyi (relación Hyi : GlxR 10 : 1 U). La reacción se siguió 

espectrofotométricamente a 340 nm por oxidación de NADH. 

Como controles de este ensayo, se verificó la ausencia de cambio en la 

absorbancia a 340 nm sin agregado de proteína Hyi  o sin agregado de proteína GlxR a 

la mezcla de reacción.  

Una unidad de actividad enzimática se definió como la cantidad de enzima capaz 

de catalizar la formación 1 μmol de producto por minuto. 

 

Marcación isobárica para la cuantificación relativa y absoluta (iTRAQ) 

Células provenientes de cultivos de 50 mL en fase exponencial o estacionaria de 

crecimiento, se filtraron utilizando una membrana de nitrocelulosa de 0,45 µm, se 

lavaron con una solución de PBS pH 7.5 (8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.44 g Na2PO4, 0.24 g 

KH2PO4 por litro) y se resuspendieron en buffer de lisis (50 mM Tris–HCl pH 7.5, 

inhibidor de proteasas (Thermo). Las células se sonicaron a 25 % de amplitud, 5 veces x 

10 segundos cada vez usando un VibraCell Ultrasonic Processor (Sonics & Materials 

Inc.), y el debris celular se removió mediante centrifugación a 10,000 g por 10 min a 

4°C. 

Posteriormente, el lisado fue tratado con DNAasaI (0,1 mg/mL) (Fermentas)  y 

RNAasa (0,1 mg/mL)  (Fermentas) a durante 10 min a 37°C. El extracto proteico 
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obtenido fue dializado en agua Milli-Q y concentrado por liofilización. Las proteínas 

liofilizadas fueron luego digeridas con tripsina y marcadas con reactivos iTRAQ como 

describe el protocolo de fabricación. Brevemente, 50 µg de proteína de cada condición 

y dos duplicados biológicos fueron tratados con 50 mM tris (2-carboxietil) fosfina 

(TCEP) durante 1 hora a 60°C y los residuos de cisteína fueron alquilados con 200 mM 

metil metano-tiosulfonato (MMTS) a temperatura ambiente durante 15 min. La 

digestión enzimática fue realizada con tripsina (Promega, Gold trypsin; 1:20, w/w) 

durante 16 horas a 37°C. La marcación se realizó durante 2 horas con un marcador 

reactivo de grupo amino isobárico por cada muestra y las mismas se juntaron, 

evaporaron hasta secado completo en una centrífuga de vacío y resuspendieron en 

buffer SCX (10 mM K2HPO4 25 % CAN, pH 2.7) y tratadas para eliminar el exceso de 

reactivo reductor, SDS, cloruro de calcio, e iTRAQ usando una resina de intercambio 

catiónico (AB Sciex).  

 

Análisis por cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masa (LC-MS) 

Las muestras se analizaron usando un nano-LC híbrido Triple-TOF 5600 (AB-Sciex) 

equipado con un sistema Shimadzu Prominence nano-LC. El LC se utilizó con una 

columna C18  (Vydac MS C18 300 Å 150×0,3 mm, GRACE Davison, Discovery Sciences, 

USA) operada a 30°C con un gradiente de 0 a 80 % acetonitrilo (en 0,1 % ácido fórmico) 

durante 220 min con una velocidad de flujo de 3 μl/min.  

Los péptidos se pulverizaron con una fuente Nano-ESI III. Las especificaciones de 

gas y voltaje se ajustaron según fue necesario. Las proteínas se identificaron a partir de 

los datos del espectro de fragmentación adquiridos de 1-4 péptidos cargados con una 

ventana de selección de precursor de 100 a 1,800 m/z, usando fragmentos de 0,5 s 

seguidos de la adquisición de datos de 20 péptidos con intensidad sobre 100 cuentas 

entre m/z de 40-1.800 con energía de colisión rodante. 

Los péptidos se identificaron utilizando el algoritmo paragon a partir de 

secuencias en formato FASTA provenientes de la base de datos de genoma de S. 

coelicolor obtenida de NCBI (Protein Pilot software 4.0, Applied Biosystems) [144]. 

Solamente proteínas con una confianza de mayor o igual a 95 % fueron aceptadas. Los 

valores relativos de iTRAQ y los valores p fueron obtenidos utilizando el método 

Paragon [144]. 
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Manipulaciones de ADN 

Extracción de ADN genómico de S. coelicolor 

La extracción de ADN se realizó según el protocolo descripto por Kieser [129], a 

partir de 3 ml de cultivo en medio TSB inoculado con esporas de las distintas cepas. 

Brevemente, se tomaron aproximadamente 250-500 µL de cultivo y se centrifugó 5 

min a 14000 rpm. Luego de un lavado con dH20, las células se resuspendieron en 300 

µL de buffer de lisis (Tris-HCl 50 mM, EDTA 20 mM, 5 mg/mL lisozima, 0,1 mg/mL 

RNAasa) y se incubaron durante 30 min a 30°C. Posteriormente, se agregaron 50 µL de 

SDS 10 % V/V, se vortereó 10 s, se agregro 85 µL de NaCl 5M y nuevamente se 

vortereó por 10 s. Luego se agregaron 400 µL de fenol, se mezcló por agitación durante 

30 s y se centrifugó 10 min a 14000 rpm. El sobrenadante se transfirió a otro tubo y se 

agregó 400 µL de cloroformo. Nuevamente, se mezcló por agitación, se centrifugó y se 

tomó el sobrenadante. Para precipitar el ADN se agregaron 500 µL de isopropanol, se 

mezcló por inversión y se dejó reposar 5 min a temperatura ambiente. Se centrifugo y 

eliminó la solución dejando el ADN en el fondo del tubo. Finalmente, se realizó un 

lavado con 1 mL de etanol 70 % V/V y luego de eliminarlo se dejó secar 30 min-1 hora a 

temperatura ambiente. Para la resuspensión se agregaron 100 µL de dH20.  

 

Extracción de ADN plasmídico de E. coli 

Los plásmidos utilizados fueron preparados mediante el kit comercial Wizard® 

Plus SV Minipreps DNA Purification (Promega), siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  

 

Tratamiento con enzimas de restricción, ligasa y fosfatasa alcalina 

Las condiciones generales para los tratamientos de ADN con enzimas de 

restricción y fosfatasa alcalina, y las reacciones de ligación con T4 ADN ligasa, fueron 

realizadas mediante los métodos convencionales descriptos por Kieser [129] y 

Sambrook [133]  , y a partir de las recomendaciones de los proveedores de las enzimas.  

 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La secuencias genómicas fueron obtenidas del sitio “StrepDB - The Steptomyces 

Annotation Server” (streptomyces.org.uk). A partir de las mismas se realizó el diseño 
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de los oligonucleótidos necesarios para llevar a cabo las distintas reacciones de PCR. 

Sus secuencias se detallan en la Tabla III. 

Se diseñaron los oligonucleótidos de manera que hibriden en los extremos de la 

región a amplificar e incluyan sitios de restricción para el subclonado posterior del 

fragmento amplificado (Tabla III). 

La mezcla de reacción, en un volumen final de 25 μl, consisitió de Buffer Taq ADN 

polimerasa 1X, MgCl2 2 mM, DMSO 1%, 20 pmoles de cada oligonucleótido, 1 μl de 

ADN genómico obtenido por el método anteriomente descripto o 20 ɳg de ADN 

molde, 0,5 U de Taq ADN polimerasa y 0,075 mM de cada uno de los dNTPs (dCTP, 

dATP, dGTP, dTTP). Se completó el volumen restante con agua Milli-Q. En algunos 

casos se utilizó Pfu ADN polimerasa (Promega) y el buffer correspondiente.  

Las reacciones de amplificación respetaron el siguiente protocolo básico de 

amplificación, el cual se ajustó en cada caso particular según el tamaño del fragmento 

a amplificar y las secuencias de los cebadores. Después de una primera etapa de 

desnaturalización del ADN genómico a 94°C durante 5 min, se programaron 30 ciclos 

de amplificación con los siguientes parámetros: desnaturalización a 94°C por 40 s, 

hibridación a 52-60°C por 40 s, y elongación a 72°C por 30-100 s. Para la extensión final 

de los fragmentos amplificados, la reacción fue continuada durante 5 min a 72°C, y fue 

terminada a 15°C. La temperatura de hibridación se definió en base al par de 

cebadores utilizado. Los tiempos de elongación de la segunda etapa se calcularon en 

base a la velocidad de síntesis promedio de las ADN Polimerasas utilizadas (Taq ADN 

Polimerasa, 1000 nt min-1; Pfu  ADN Polimerasa, 500 nt min-1). Se utilizó un equipo 

MyCyclerTM Thermal Cycler BIO-RAD o Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400.  

 

Secuenciación de nucleótidos 

Todos los fragmentos amplificados se verificaron por secuenciación de ADN. Las 

reacciones de secuenciación fueron realizadas por el servicio “DNA Sequencing 

Facility” de la Universidad de Maine, Estados Unidos, sobre una muestra de ADN 

plasmídico obtenida utilizando el kit comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA 

Purification (Promega). El análisis de las secuencias se realizó utilizando el programa 

SeqMan II (DNASTAR Inc.). 
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Construcción de plásmidos 

Los genes sco6246, sco6247, sco6248, sco6206 y sco6205 fueron amplificados 

por PCR con los pares de oligos sco6246_Spe y sco6246_Nde, sco6247_Spe y 

sco6247_Nde, sco6248_Spe y sco6248_Nde, sco6206_Spe y sco6206_Nde, 

sco6205_Spe y sco6205_Nde (Tabla III), respectivamente, y posteriormente clonados 

en el vector pCR-BluntII-TOPO. Este vector fue digerido con las enzimas de restricción 

NdeI y NotI, y el fragmento que contenía a cada uno de los genes mencionados fue 

clonado en el plásmido de expresión pET28a (+), (el cual contiene seis codones de 

histidina corriente arriba del sitio NdeI) dando origen al plásmido pLN02, pLN03, 

pLN05, pLN16 y pLN24 respectivamente. Por otro lado, utilizando la misma 

metodología que para la construcción del vector pJM12 (tesina de licenciatura de Juan 

Pablo Macagno), por digestión con NdeI-SpeI de los vectores pLN03, pLN05 y pLN16 se 

obtuvieron los fragmentos de los genes sco6247, sco6248 y sco6206. Mientras que por 

otro lado, con los pares de cebadores P6247_Not y P6247_Nde, y P6206_Not y 

P6206_Nde (Tabla III), se obtuvieron los productos de PCR NotI-NdeI que contienen los 

promotores putativos del correspondiente gen, que fueron clonados en el vector pCR-

BluntII-TOPO y posteriormente digeridos con NotI-NdeI. Para el gen sco6248 se utilizo 

el mismo promotor que para el gen sco6247. Cada par de fragmentos fueron clonados 

en el vector integrativo pRT802 digerido con NotI y SpeI, dando origen a los plásmidos 

pLN06, pLN07 y pLN27. 

El plásmido pLN39 contiene el gen reportero xylTE bajo el control del promotor 

del gen sco6206. Para construir este vector, el fragmento NotI-NdeI de dicho promotor 

se clono junto con un fragmento NdeI-SpeI conteniendo los genes xylTE en el vector 

pRT802. 

Para la construcción del vector pLN32, el fragmento de ADN conteniendo los 

genes sco1235 y sco1236 se amplifico por PCR utilizando los oligos sco1235-1236_Nde 

y sco1235-1236_Spe (Tabla III) y posteriormente se clono en el vector pCR-BluntII-

TOPO. Este vector fue digerido con las enzimas de restricción NdeI y SpeI, 

obteniéndose un fragmento que contenía a estos genes. Por otro lado, con el par de 

cebadores P1236_Not y P1236_Nde (Tabla III) se obtuvo por PCR un fragmento de ADN 

NotI-NdeI que contenía el promotor putativo del gen sco1235 que fue clonado en el 
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vector pCR-BluntII-TOPO, y posteriormente digerido con NotI-NdeI. Finalmente, ambos 

fragmentos se clonaron en el vector integrativo pRT802 digerido con NotI y SpeI. 

El vector pLN04 fue utilizado para la generación de cepa mutante ∆P-allB. Para la 

construcción del mismo se digirió previamente el vector pLN02 con HindIII-NdeI 

obteniéndose un fragmento que contenía al gen sco6246, por otro lado, se digirió el 

vector pLN07 con NdeI-SpeI obteniéndose un fragmento con el gen sco6248. Estos 

fragmentos fueron clonados en el vector pSET152 previamente digerido con HindIII-

XbaI, esta digestión libera la región codificante de la integrasa en el mismo, 

volviéndolo un plásmido no integrativo. Este clonado fue posible debido a la 

compatibilidad de sitios entre SpeI y XbaI. 

 

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 Sambrook [133]. La concentración de agarosa utilizada varió 

entre 0,9 y 2 % P/V, según el tamaño de los fragmentos a separar. Los geles se 

prepararon en solución TAE (Tris-Acetato 40 mM pH 8, EDTA 1 mM) conteniendo 

bromuro de etidio 0,3 μg ml-1. La corrida electroforética se realizó en solución TAE a un 

voltaje constante de 90 V. Los fragmentos de ADN fueron visualizados mediante un 

transiluminador de luz UV. Como marcador de peso molecular se utilizó el bacteriófago 

λ digerido con BstEII. 

 

Purificación de ADN a partir de geles de agarosa 

Se emplearon los kits comerciales QIAquick (QIAGEN), y GFX PCR DNA and Gel 

Band Purification (Amersham Pharmacia), siguiendo las instrucciones de los 

respectivos fabricantes. 

 

Determinación de concentración de ADN en solución acuosa 

Sobre una dilución adecuada de la muestra de ADN, se obtuvo el valor de 

absorbancia a 260 nm. La concentración de ADN en solución se determinó empleando 

la relación 1 UA260nm = 50 μg ml-1 de ADN doble hebra [133]. 
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Generación de sondas de ADN radiactivas 

Las sondas radiactivas PallR-allB, PaceB1 y Phyi fueron obtenidas mediante PCR 

utilizando como molde los plásmidos pJM31, pJM28 y pLN39, respectivamente. Se 

emplearon los cebadores marcados en sus extremos 5´ P6247_Not, PaceB1_Not y 

P6206_Not junto con sus pares no marcados P6247_Nde, PaceB1_Nde y P6206_Nde 

respectivamente. La marcación de cada oligonucleótido (10 pmoles) se realizó por 1 h 

a 37 °C en presencia de 3 μl [γ-32P]-dATP (3000 Ci mmol-1, 10 mCi ml-1), la enzima T4 

Polinucleótido Kinasa y el buffer suministrado por el fabricante (Promega) en un 

volumen final de 20 μl. 

Luego de purificar cada cebador marcado en columnas de Sephadex G-25, las 

reacciones de amplificación se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones: en un 

volumen final de reacción de 50 μl se adicionó Buffer Taq ADN polimerasa 1X, MgCl2 3 

mM, 0,3-10 pmoles del oligonucleótido marcado (dependiendo del rendimiento 

obtenido en cpm), 12 pmoles del oligonucleótido no marcado, 0,1 μg de ADN 

plasmídico correspondiente, DMSO 1X, 1 U de Taq ADN polimerasa y 0,25 mM de cada 

uno de los dNTPs (dCTP, dATP, dGTP, dTTP). Se completó el volumen restante con agua 

Milli-Q.  

El tamaño de los amplicones fue de 270 pb (PallR-allB), 190 pb (PaceB1) y 450 bp 

(Phyi) y se utilizó el mismo protocolo de amplificación para los tres. Después de una 

primera etapa de desnaturalización del ADN plasmídico a 94 °C durante 75 s, se 

programaron 35 ciclos de amplificación con los siguientes parámetros: 

desnaturalización a 94 °C por 40 s, hibridación a 51 °C por 40 s, y elongación a 72 °C 

por 30 s. Para la extensión final de los fragmentos amplificados, la reacción fue 

continuada durante 5 min a 72 °C, y fue terminada a 15 °C.  

Los fragmentos resultantes fueron purificados a partir de geles de agarosa al 2% 

(P/V) y la actividad específica fue determinada utilizando el contador de centelleo 

Wallac 1209 Rackbeta. 

 

Ensayo de retardo en gel (EMSA) 

Se utilizaron como sondas fragmentos de ADN conteniendo la región intergénica 

de los genes sco6246 y sco6247 (PallR-allB), y las regiones promotoras de los genes 

sco6243 (PaceB1) y sco6206 (Phyi). Las reacciones de unión (volumen final 20 μl) entre 
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la proteína AllR purificada y las sondas (3000 cpm por reacción) se llevaron a cabo en la 

solución de unión, Tris-HCl 25 mM pH 7,4, MgCl2 10 mM, NaCl 150 mM, Tritón X-100 

0,01%, 1 μg poli-dIdC, glicerol 5 %, durante 20 min a 37 °C. Las muestras fueron 

sembradas en geles de poliacrilamida 6 % no desnaturalizantes y la electroforesis se 

realizó a 4°C, y 150 V durante aproximadamente 2 h en buffer TBE 0,5X pH 8 (Tris base 

44,5 mM; Ácido Bórico 44,5 mM; EDTA 1 mM). Los geles fueron preparados con una 

solución filtrada de acrilamida-bisacrilamida en relación 30:1, más glicerol 5 % P/V 

final. Se realizó una pre-corrida durante 2 h a 200 V antes de que las muestras fueran 

sembradas para homogenizar la temperatura del sistema.  

Luego de la corrida electroforética los geles se secaron al vacío en Gel Dryer 

MODEL 583 (BIO-RAD) durante 50 min a 80 °C, revelados por autorradiografía 

mediante exposición a pantallas intensificadoras durante 24 h, y luego visualizados en 

un equipo Storm 840 (Amersham Biosciences).  

El ADN no marcado usado en los ensayos de competición (en un exceso molar de 

50 o 100 veces) fue incubado con  la proteína AllR en la solución de unión durante 10 

min a 37 °C, luego se agregó la sonda marcada y se incubo la mezcla por 20 min a 37 

°C. 

La sonda PallR-allB de 40 bp correspondiente a la región protegida en los 

ensayos de protección por DNAasa I y las tres sondas mutadas derivadas de la mismas, 

se obtuvieron por anillado de los pares de cebadores P6247_40 bp (1) y P6247_40 bp 

(2) para la sonda sin mutar, Mut1 y Mut2 para la mutación TTCC por ACTG,  Mut5 y 

Mut6 para la mutación GGAA por ATTG y Mut3 y Mut4 para ambas mutaciones (TTCC 

por ACTG y   GGAA por ATTG) (Tabla III), marcados radiactivamente  en su extremo 5´ 

tal como se describió previamente en ésta sección. Para el anillado se diluyeron 600 

pmoles de cebadores en 30 µl finales de H2O, luego de calentar la mezcla a 95 oC se 

dejó enfriar lentamente. Las sondas obtenidas se utilizaron como tales. 

Para analizar el efecto de las moléculas de alantoína, alantoato, glioxilato, 

xantina y urea en la afinidad de AllR por su sitio de unión en el ADN, se realizaron 

ensayos de retardo en gel en las condiciones ya descriptas. Antes de la adición de la 

sonda radiactiva, se agregó a la mezcla de reacción la molécula en estudio. Las 

soluciones stock de los compuestos fueron preparadas a una concentración final de 
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200 o 100 mM dependiendo del caso y utilizando buffer de unión para su disolución y 

fueron preparadas frescas para cada ensayo. 

 

Ensayos de protección por DNAasa I  

Para la realización de estos estudios se seleccionó previamente en función de los 

ensayos de retardo el gel, la relación de concentración adecuada de proteína AllR-

sonda de ADN. Las concentraciones de AllR utilizadas fueron 0,2  y 0,35 mM o 0,2, 0,5 y 

1,7 µM dependiendo del caso. 

Se incubaron sondas marcadas radioactivamente correspondientes a los 

promotores PaceB1 y PallR-allB (50000 c.p.m.) con diferentes cantidades de proteína 

AllR purificada en un volumen final de 200 µL de buffer de unión (ver ensayo de 

retardo en gel, página 56) durante 20 min a 30 °C. 

Los fragmentos de ADN se digirieron parcialmente con DNAasa I (Promega) 

durante 4 min a temperatura ambiente y la reacción se detuvo con el agregado 510 µL 

de una solución de 20 mM EDTA pH 8,0, 200 mM NaCl, 100 μg/mL ARN de levaduras 

(Ambion, 7120G) y  750 μl fenol/cloroformo (1:1).  

La precipitación del ADN se llevo a cabo con 1 mL de etanol 100%, el pellet se 

lavó con etanol 70 % V/V y se resuspendió en 5 μl de una mezcla formamida-colorante 

de siembra. Luego se calentó hasta desnaturalización (2 min a 94 °C) e 

inmediatamente se puso en hielo. Los productos de digestión se resolvieron por 

electrophoresis en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 6% P/V (poliacrilamida: 

bisacrilamida 38:2, 48 % (P/V) urea, TBE 1X).  

Reacciones de secuenciación apropiadas se sembraron junto a las reacciones de 

digestión y se utilizaron como marcador para la identificación de las secuencias 

protegidas. Los resultados se visualizaron y digitalizaron utilizando un scanner 

Storm167 840 (Amersham). 

 

Transferencia de ADN a membranas de nylon e hibridización con sondas radioactivas 

(Southern blot) 

Aproximadamente 10 µg de ADN genómico de las cepas a analizar fueron 

digeridos toda la noche con un exceso de NotI, y los fragmentos fueron separados por 

electroforesis en gel de agarosa 0,7 % (P/V). La transferencia del ADN del gel a la 
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membrana de nylon (Hybond-N+, GE Healthcare) se hizo por capilaridad. Para ello el 

gel de agarosa conteniendo los fragmentos de ADN a transferir se trató dos veces con 

HCl 0,25 N durante 15 min., con el fin de provocar una hidrólisis parcial de los 

fragmentos de mayor tamaño, mejorando la eficiencia de la transferencia de éstos y su 

unión a la membrana. El ADN se desnaturalizó por tratamiento con 0,6 M NaCl, 0,2 M 

NaOH, durante 20 min, y luego de lavarlo dos veces con agua destilada se lo neutralizó 

por lavado en 0,2 M Tris-HCl pH 7,4, 0,6 M NaCl. El gel así tratado se colocó sobre un 

papel Whatman 3MM, dos de cuyos extremos estaban sumergidos en el buffer de 

transferencia, 10X SSC (NaCl 1,5 M, citrato de sodio 0,15 M, pH 7). Sobre el gel se 

colocó la membrana, y sobre ella una columna de papel absorbente. Luego de 16 h se 

retiró la membrana y el ADN se fijó a ella exponiéndolo a luz UV por 4 min. 

El fragmento de ADN escogido como sonda fue amplificado a partir de ADN 

cromosomal de la cepa S. coelicolor M145 usando los oligonucleótidos RTallRL y 

sco6246_Spe detallados en la Tabla III. La sonda, de 470 bp, se marcó radiactivamente 

por la técnica de “iniciación al azar” utilizando el sistema “Prime-a-gene” (Promega). 

Esta técnica utiliza una mezcla de todos los hexanucleótidos posibles (algunos de ellos 

serán complementarios al ADN molde) como iniciadores y una mezcla de los tres dNTP 

y 185 MBq de [α-32P] dATP. La prehibridación se realizó durante 2 horas y la 

hibridación durante toda la noche a 65 oC usando SSC 5X, Denhardt’s 5X (Albúmina 0,1 

% (P/V), ficoll 0,1 % (P/V), polivinilpirrolidona 0,1% (P/V)) y SDS 0,5% (P/V). Luego se 

hicieron dos lavados de 15 min a 65 oC con SSC 2X – SDS 0,1 % (P/V). La lectura fue 

desarrollada y digitalizada con un scanner Storm 840 (Amersham). 

 

Métodos bioinformáticos 

Las secuencias de nucleótidos y proteínas fueron analizadas usando el programa 

BLAST [145] y los alineamientos de secuencias proteicas fueron creados usando el 

método ClustalW [146]. Se utilizó la herramienta MEME (Multiple EM for Motif 

Elicitation) para la búsqueda de motivos en secuencias de ADN y la herramienta MAST 

(Motif Alignment & Search Tool) para la búsqueda de estos motivos en el genoma de S. 

coelicolor [147]. 

El servidor Softberry BPROM se utilizó para realizar predicciones de promotores 

bacterianos (www.softberry.com). 
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El servidor Primer3Plus se utilizó para el diseño de oligonucleótidos para RT-PCR 

[148]. 

 

Manipulación de ARN 

Extracción de ARN 

Un volumen de 3 ml de un cultivo en fase exponencial o estacionaria de 

crecimiento se centrifugó a 4000 x g durante 10 min para bajar las células. Luego de 

descartar el sobrenadante, las mismas se resuspendieron en 100 µL de buffer de 

dilución del kit SV total RNA isolation system (Promega). A partir de este momento se 

trabajó en hielo.  

Las células resuspendidas se lisaron mediante 5 pulsos de sonicación de 10 s a 25 

% de potencia con intervalos de enfriamiento de 30 s. El lisado se centrifugó a 12000 x 

g durante 20 min y el sobrenadante se pasó a un tubo eppendorf limpio.  

A partir de este punto se sigue el protocolo de extracción proporcionado por el 

fabricante.  

La cuantificación de las muestras de ARN se llevó a cabo a midiendo la DO260, 

teniendo en cuenta que un valor de 1 corresponde a una concentración de ARN de 40 

µg/ml. La pureza de las muestras fue analizada determinando por la relación 

DO260/DO280. 

La integridad y concentración del ARN fue examinada mediante electroforesis en 

geles de agarosa 2 % (P/V). La corrida se llevó a cabo a 50 V durante 2-3 h en buffer 

TAE 1X. Las bandas correspondientes a los ARN ribosomales se visualizaron por 

fluorescencia en un transiluminador de luz ultravioleta. 

 

Síntesis de ADNc 

La síntesis del ADNc se realizó incubando 2 µg de ARN total con la enzima 

transcriptasa reversa Superscript III (Promega) de acuerdo a las especificaciones del 

fabricante. Se utilizaron 0,5 µg de hexanucleótidos al azar como cebadores de la 

reacción. 
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PCR  semicuantitativa 

Esta PCR se realizó de la misma manera que la reacción de PCR convencional 

descripta en la sección reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (página 52), solo que 

en este caso, se utilizó 1 µL de ADNc como molde. Los cebadores utilizados fueron 

RTallRR y RTallRL,  RTallBR y RTallBL, y RTalcR y RTalcL (Tabla III) para el análisis de la 

expresión de los genes allR, allB y alc, respectivamente. 

 

Amplificación por PCR en tiempo real (RT-PCR) 

La RT-PCR fue realizada en el equipo Mastercycler® ep realplex de Eppendorf. Las 

reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 µl, el cual contenía buffer de 

reacción comercial (Invitrogen Life Technologies) 1 X, MgCl2 3 mM, mezcla equimolar 

de dNTPs 200 µM, SYBR Green 0,5 X, ambos cebadores 0,5 µM, 0,8 U de enzima 

Platinum®Taq DNA polimerasa (Invitrogen Life Technologies) y 1 µl de ADNc molde. Las 

mezclas de reacción fueron sometidas, luego de una desnaturalización inicial de 2 min 

a 95 °C, a 40 ciclos de desnaturalización (durante 15 s a 95 oC), anillado (15 s a 58 oC) y 

polimerización (20 s a 68 oC). Después del último ciclo se realizó una etapa de 

polimerización de 2 min a 72 oC. Los valores de corte (Ct) fueron determinados en 

función 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 la cuantificación relativa se utilizó el método de Pfaffl, calculándose las eficiencias 

como allí se indica [149]. Para ello se utilizó como molde ADN genómico de S. 

coelicolor M145 en el rango 0,5- 30 ng/μl para todos los pares de cebadores. 

La expresión de cada gen analizado se normalizó con la expresión del gen de 

referencia hrdB. Los pares de cebadores utilizados en este ensayo fueron RThrdBR  y  

RThrdBL para el gen hrdB, RTactIIORF4R y RTactIIORF4L para el gen actIIORF4, 

RTaceB1R y RTaceB1L para el gen aceB1, RTallBL y RTallBR para el gen allB, y RTalcL y 

RTalcR para el gen alc, los mismos se detallan en la Tabla III. 

 

Determinaciones de amonio y urea 

Los valores de urea y amonio se cuantificaron mediante la utilización del Kit Urea 

Color 2R Wiener Lab. Se tomaron alícuotas de 50 uL del sobrenadante del medio de 

cultivo a diferentes tiempos  durante la curva de crecimiento de las cepas de S. 
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coelicolor. En el caso de las determinaciones de amonio, no se agregó la enzima ureasa 

a la mezcla de reacción. 

 

Análisis de metabolitos intracelulares 

Se cosecharon 10 mL de cultivo en fase exponencial o estacionaria de 

crecimiento, las células se centrifugaron a 4000 x g durante 10 min 4 °C y 

posteriormente se agregaron 700 µL de metanol 100 % previamente enfriado a -20 °C. 

Luego se agregaron 25 µL de ribitol (0,3 mg/mL) que se utilizó como estándar interno 

para la cuantificación. Se agitó durante 15 min a 70 °C y se dejó enfriar a temperatura 

ambiente. Luego se agregaron 350 µL de cloroformo y se agitó durante 5 min a 37°C. 

Finalmente, se adicionaron 750 µL de dH2O y se centrifugo a 2,200 x g por 15 min. El 

volumen final se separo en alícuotas de 250 µL y se secó en una centrífuga al vacío 

Speed Vac sin calentamiento. 

La metodología de extracción anteriormente descripta, partición líquida y 

derivatización se realizaron según descripto por Lisec et al. [150]. Se utilizaron cuatro 

replicados biológicos por tratamiento con un segundo grupo de replicados técnicos 

para la determinación. El análisis por cromotografía gaseosa acoplada a 

espectrometría de masa (GC-MS) se realizó utilizando el sistema cromatogáfico 

Autosystem XL acoplado a un espectro de masa Turbo  (Perkin Elmer) en la Facultad de 

Ciencias Bioquímicas y Farmacéuticas-UNR. 

 Las inyecciones de 1 µL fueron realizadas a 280 °C. La columna capilar utilizada 

fue VF-5ms (Varian, Darmstadt, Germany) con las siguientes dimensiones: 30 m por 

0,25 mm diámetro interior y partícula  de 0,25 µm usando helio como gas de corrida 

con un flujo constante de 1 mL/min.  

El programa de temperatura utilizado fue 5 min a  70 °C, una rampa de 5 min a 

310 °C, and un calentamiento final de 2 min at 310 °C.  

Los espectros se monitorearon en un rango de masa de m/z de 70 a 600. Los 

cromatogramas se adquirieron utilizando el software TurboMass 4.1 (Perkin Elmer). El 

programa “NIST98mass spectral search program” se utilizó como plataforma del 

software (http://www.nist.gov/srd/mslist.htm; National Institute of Standards and 

Technology, Gaithersburg, MD).  
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Los espectros de masa (MS) y el tiempo de retención se compararon con la 

colección de datos de la base de datos “Golm Metabolome Database” (Kopka J, et al. 

2005. GMD@CSB.DB: the Golm Metabolome Database. Bioinformatics 21:1635–1638). 

La coincidencia de espectros de masa se superviso manualmente y se aceptaron los 

aciertos con un umbral ≥ 650  y retenciones del índice de derivatización menores al 1.0 

%.  

La altura de los picos se normalizó con la cantidad de peso fresco de la muestra y 

ribitol como estándar interno. Las cantidades relativas de metabolitos y los estudios 

estadísticos se realizaron mediante un análisis de varianza (ANOVA) utilizando el 

programa Sigma Stat 3.1. 

 

Análisis de lípidos 

La extracción de lípidos totales se realizó a partir de células liofilizadas (1,5 a 3 

mg) tratadas con cloroformo- metanol (2:1 V/V). Los extractos se evaporaron y 

analizaron por cromatrografía de capa delgada (TLC) en placas de silica gel 60 F254 (0,2 

mm Merck) como fue descripto previamente por Arabolaza et al. [9], utilizando una 

mezcla hexano- dietil éter- ácido acético (80:20:1 V/V) como solvente para la 

resolución de triacilglicéridos (TAGs). Las fracciones lipídicas fueron visualizadas por 

tinción con Cu-fosfórico. 
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RESULTADOS 
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CAPÍTULO I 

METABOLISMO DE ALANTOÍNA EN S. coelicolor 
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Estudios proteómicos para la identificación de proteínas de la vía de la alantoína 

Estudios previos en bacterias del género Streptomyces demostraron que las 

mismas eran capaces de crecer con purinas o sus derivados, como hipoxantina, xantina 

o ácido úrico, como única fuente de carbono y nitrógeno [110, 125]. Estos trabajos 

permitieron describir parte de las enzimas involucradas en la degradación de purinas a 

alantoína. Sin embargo hasta el momento no se han descripto enzimas de degradación 

de alantoína en este género bacteriano [115, 122, 123]. Como punto de partida de este 

trabajo se verificó que S. coelicolor fuera capaz de utilizar adenina, guanina o xantina 

como única fuente de nitrógeno y carbono. Una vez corroborado esto, para comenzar 

con los estudios del metabolismo de alantoína en S. coelicolor, se determinó la 

capacidad de la cepa parental M145 de crecer en alantoína como única fuente de 

carbono y/o nitrógeno. Para esto se comparó el crecimiento de S. coelicolor M145 en 

medio mínimo líquido suplementado con alantoína como única fuente de carbono y 

nitrógeno (MM-A) y suplementado con glucosa como fuente de carbono y alantoína 

como fuente de nitrógeno (MM-GA), con el crecimiento en medio mínimo líquido 

suplementado con glucosa y casa aminoácidos (MM-GC) (Figura 8 A). Durante estos 

estudios se evidenció una alteración en la producción de antibióticos de S. coelicolor 

(Figura 8 B) en presencia de alantoína, tanto en MM-A como en MM-GA que se tratará 

sobre el final de este capítulo. Primeramente, nos centramos en la caracterización de 

las enzimas de esta vía metabólica.  
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B)  

 

Figura 8. A) Curva de crecimiento de la cepa parental S. coelicolor M145 en medio mínimo líquido 

suplementado con alantoína como única fuente de carbono y nitrógeno (MM-A), con glucosa como 

fuente de carbono y alantoína como fuente de nitrógeno (MM-GA) y con glucosa como fuente de 

carbono y casa aminoácidos como fuente de nitrógeno (MM-GC). B) Producción de antibióticos de la 

cepa parental S. coeliclor M145 en MM-GC, MM-GCA y MM-GA.  

 

Con la idea de identificar las proteínas involucradas en el catabolismo de 

alantoína se realizaron experimentos proteómicos comparando el proteoma de la cepa 

S. coelicolor M145 crecida en medio mínimo suplementado con glucosa y alantoína 

(MM-GA) contra el proteoma de esta cepa crecida en medio glucosa y casa 

aminoácidos (MM-GC). Estos ensayos se plantearon con el objeto de encontrar un 

aumento de la expresión de las proteínas involucradas en el metabolismo de alantoína 

cuando la cepa es crecida en presencia de alantoína en MM-GA con respecto a MM-

GC. Para esto, se tomaron muestras de ambos cultivos a dos tiempos de crecimiento 

(uno en fase exponencial y otro en fase estacionaria) y se realizaron extracciones 

proteicas totales de cada una de ellas. Estos extractos proteicos totales fueron 

marcados utilizando la técnica de iTRAQ y se analizaron por LC-MS. De esta manera, se 

lograron identificar más de 450 proteínas totales (con al menos dos péptidos con 99% 

de confianza), de las cuales aproximadamente 70 presentaron diferencias 

estadísticamente significativas entre ambos medios a cada uno de los tiempos 

analizados (Tabla IV, V y VI).  Dentro de estas 70 proteínas se seleccionaron aquellas 

que presentaron un incremento en sus niveles de expresión en medio suplementado 

con alantoína y se compararon con proteínas previamente identificadas en el 

metabolismo de alantoína en otros organismos utilizando la herramienta 

bioinformática BLAST [145], de manera de poder asignar un rol a las mismas en el 

metabolismo de este compuesto en S. coelicolor.  

De esta manera se logró identificar 5 proteínas en fase exponencial de 

crecimiento con incrementos de más de 4 veces en sus niveles de expresión en medio 
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suplementado con alantoína. Estas proteínas fueron alantoicasa (Alc), tartronato 

semialdheído reductasa (GlxR), glioxilato carboligasa (Gcl), hidroxipiruvato isomerasa 

(Hyi) y malato sintasa (AceB1), las cuales mostraron incrementos de 6,2, 10,4, 9,3, 8,8 y 

3,9 respectivamente (Tabla IV) [18, 151]. A su vez, la proteína putativa ureidoglicolato 

liasa también mostró un aumento en su nivel de expresión en presencia de alantoína 

aunque el incremento fue de 2,2 veces. Por otro lado, la proteína Sco6204, que 

presenta un alto porcentaje de similitud con enzimas catalasas, también mostró un 

marcado aumento de la expresión en medio con alantoína (incremento de 6,3) [18]. La 

mayoría de estas proteínas también presentaron un aumento de la expresión en MM-

GA durante fase estacionaria de crecimiento, sin embargo, algunas de ellas no 

pudieron ser detectadas (Tabla IV). 

 

Tabla IV. Proteínas putativas del metabolismo de alantoína de S. coelicolor identificadas por 

proteómica. 

 

Proteína 
Proteína 
homologaa 

% Simb Función rc 24 h rc 46 h Referencia 

GlxR, 
SCO6205 

GlxR (E. coli) 43 % 
tartronato 
semialdehído 
reductasa 

10,44 35,91 [152] 

Hyi, 
SCO6206 

Hyi (E. coli) 34 % 
hidroxipiruvato 
isomerasa 

9,35 3,49 [153] 

Gcl, 
SCO6201 

Gcl (E. coli) 73 % 
glioxilato 
carboligasa 

8,88 ND [154] 

SCO6204  KatE (E. coli) 48 % catalasa 6,32 3,15* [155] 

Alc, 
SCO6248 

PuuF 
(Psedomonas 
aeruginosa) 

39 % alantoicasa 6,23 ND [156] 

AceB1, 
SCO6243 

AceB (E. coli) 49 % malato sintasa 3,99* 1,56 [157] 

Ugl, 
SCO2850 

Ugl (Burkholderia 
cepacia) 

54 % 
Ureidoglicolato 
liasa 

2,19 ND [158] 

 

a: Proteínas caracterizadas involucradas en el metabolismo de alantoína.  

b: Sim, similitud. Determinado utilizando BLAST. 

c: Relación proteica detectada en MM-GA/MM-GC. Test de Student; P < 0.1. 

*: P > 0.1. Verificado por RT-PCR.  

ND: no detectada 
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Proteínas del metabolismo de nitrógeno, carbono y aminoácidos 

A su vez, los estudios proteómicos permitieron detectar proteínas 

pertenecientes al metabolismo de nitrógeno, metabolismo de carbono y metabolismo 

de aminoácidos cuyos niveles de expresión se encontraban afectados cuando la 

bacteria se creció en medio con alantoína (Tabla V). 

Por ejemplo, se detectaron proteínas involucradas en la incorporación de 

nitrógeno cuyos niveles disminuyeron en fase exponencial de crecimiento en medio 

con alantoína: la proteína que una ATP (GluA), la proteína periplasmática de unión a 

glutamato (GluB) y la proteína glutamina sintasa II (GSII). GluA y GluB, si bien no han 

sido caracterizadas en S. coelicolor, presentan una alta homología de secuencia con el 

complejo de captación de glutamato en Corynebacterium glutamicum [159]. Por otro 

lado, GSII es una de las principales proteínas de asimilación de nitrógeno en S. 

coelicolor, catalizando la formación de glutamina a partir de glutamato y amonio [48]. 

También se lograron detectar en estos experimentos otras proteínas importantes 

del metabolismo de nitrógeno como son la glutmamina sintasa I (GSI), la glutamato 

deshidrogenasa (GDH) y la proteína regulatoria de nitrógeno PII (GlnB) pero los valores 

de las mismas no se encontraron afectados en medio con alantoína en fase 

exponencial de crecimiento. 

La enzima malato deshidrogenasa (Mdh) fue la única proteína identificada del 

ciclo de Krebs en presentar un aumento en su expresión tanto en fase exponencial 

como en fase estacionaria de crecimiento en medio con alantoína. Esto podría deberse 

a los altos niveles de malato generados durante el catabolismo de alantoína. Otras 

proteínas del ciclo de Krebs cuyos niveles de expresión se encontraron afectados en 

MM-GA fueron 2-oxoglutarato deshidrogenasa (Sco5281), succinil-CoA sintetasa (SucD 

y SucC), citrato sintasa (CitA), y isocitrato deshidrogenase (Idh), pero en este caso las 

mismas presentaron una disminución en su expresión a 24 horas de crecimiento en 

MM-GA con respecto a MM-GC.  

La mayor cantidad de proteínas del metabolismo de aminoácidos fue identificada 

durante la fase estacionaría de crecimiento. Dos proteínas cuyos valores de expresión 

se encontraron afectados a 46 horas en medio con alantoína pueden vincularse con los 

resultados obtenidos en los experimentos de metabolómica (Capítulo I, página 92). 

Una de estas proteínas es la 3-fosfoglicerato deshidrogenasa (SerA), involucrada en la 
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biosíntesis de serina y glicina que mostró un marcado aumento en MM-GA y podría 

explicar la acumulación de glicina observada a 46 horas de crecimiento (Figura 21). La 

otra es la metilmalonato semialdehído deshidrogenasa (MsdA), una proteína de la vía 

de degradación de valina que también mostró un marcado aumento de su expresión 

en MM-GA correspondiéndose con la disminución de los niveles de valina mostrado 

por los estudios metabolómicos (Figura 21). 

 

Tabla V. Proteínas del metabolismo de nitrógeno, aminoácidos y carbono identificadas por 

proteómica. 

 

Metabolismo de 
nitrógeno 

Función proteica ra 24 h ra 46 h 

GSI, SCO2198  glutamina sintetasa I 1,57 0,22 

GluB, SCO5776  
proteína periplasmática de unión a 
glutamato 

0,25 0,30 

GSII, SCO2210  glutamina sintetasa II 0,28 0,82 * 

GDH, SCO4683  glutamato deshidrogenasa  1,20 * 0,98  

GlnB, SCO5584 proteína regulatoria de nitrógeno pII 0,72 * 0,42 * 

GluA, SCO5777  
proteína de captación de glutamato de 
unión a ATP 

0,22 * 0,59 * 

 
 

  
Metabolismo de 
aminoácidos 

Función proteica ra 24 h ra 46 h 

IlvC, SCO5514  acetolactato sintasa subunidad pequeña 3,58 1,76 

SerA, SCO5515  3-D-fosfoglicerato deshidrogenasa 1,16 * 2,58 

SCO4366  Aminotransferasa 2,56 ND 

GlyA1, SCO4837  serina hidroximetiltransferasa 1,28 * ND 

MsdA, SCO2726  
ácido metilmalonico semialdehído 
deshidrogenasa 

ND 2,69 

CysA, SCO4164 thiosulfato sulfurotransferasa ND 6,25 

 
 

  
Metabolismo de 
carbono 

Función proteica ra 24 h ra 46 h 

Fba, SCO3649  fructosa 1,6-difosfato aldolasa 2,19 ND 

Mdh, SCO4827  malato deshidrogenasa 1,64 2,68 

SCO5281  2-oxoglutarato deshidrogenasa 0,49 1,81 

Ppc, SCO3127  fosfoenolpiruvato carboxilasa 0,48 ND 

Gap, SCO1947  gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 0,44 ND 

SucD, SCO4809  succinil-CoA sintetasa subunidad alfa 0,43 ND 

CitA, SCO2736  citrato sintasa 0,40 0,52 

SCO3877 6-fosfogluconato deshidrogenasa 0,37 ND 

Idh, SCO7000 isocitrato deshidrogenasa 0,27 ND 
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SucC, SCO4808  succinil-CoA sintetasa subunidad beta 0,23 ND 

SCO2180 dihidrolipoamida deshidrogenasa 0,40 0,38 

Eno, SCO3096 Enolasa 1,38 ND 

Glk, SCO2126  Glucokinasa ND 0,14 
 

a: Relación proteica detectada en MM-GA/MM-GC. Test de Student; P < 0.1. 

*: P > 0.1  

ND: no detectada 

 

En base a los resultados de los estudios proteómicos elaboramos un esquema 

(Figura 9) a modo de resumen donde se muestran las proteínas del metabolismo de 

alantoína, nitrógeno y carbono cuyos niveles de expresión se encontraron alterados en 

MM-GA con respecto a MM-GC en S. coelicolor. En este esquema se incluyeron 

metabolitos (recuadrados en verde) que se encontraron acumulados en MM-GA con 

respecto a MM-GC mediante estudios metabolómicos como se detalla sobre el final de 

este capítulo. 

 

Figura 9. Representación de las proteínas cuyos niveles se encontraron alterados en MM-GA con 

respecto a MM-GC en fase exponencial de crecimiento en S. coelicolor. Las flechas verdes representan 

las proteínas que mostraron un aumento de su nivel mientras que las flechas rojas proteínas que 

mostraron una disminución en MM-GA con respecto a MM-GC. Las flechas negras representan 

proteínas que si bien fueron identificadas no presentaban cambios en su nivel y las flechas grises 

corresponden a las proteínas que no fueron detectadas en los estudios de proteómica pero se suponen 

existirían en S. coelicolor.  
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El resto de las proteínas involucradas en otros procesos metabólicos y estructurales o 

cuyo rol se desconoce que se encontraron alteradas en MM-GA con respecto a MM-GC se 

detallan en la Tabla VI. 

 

Tabla VI. Otras proteínas putativas identificadas por proteómica. 

 

 Otras proteínas  Función proteica ra 24 h ra 46 h 

SCO2396 proteína hipotética 13,10 4,06 

SCO6431 proteína hipotética 1,47 ND 

SCO6279 diaminobutirato-piruvato aminotransferasa 4,00 ND 

SCO1080 proteína hipotética 4,08 ND 

SCO2008 
proteína periplasmática de unión a 
aminoácidos 

6,14 0,34 

SCO6009 proteína periplasmática de unión a soluto 5,81 ND 

SCO1074 Peptidasa 0,20 ND 

SCO1480 proteína hipotética 0,19 ND 

InhA, SCO1814 enoil-ACP-reductasa 0,14 ND 

cypH, SCO7510 peptidil-proil cis-trans isomerasa 0,34 ND 

sodN, SCO5254 superoxide dismutasa 0,32 ND 

SCO0681 ferredoxina/ferredoxina-NADP reductasa 0,39 ND 

DnaK, SCO3671 proteína de shock térmico 0,46 ND 

SCO6431 proteína hipotética 1,47 ND 

GroeL1, SCO4762  Chaperona 1,48 ND 

SCO1355 serina proteasa de secreción 1,52 ND 

SCO5178 Sulfurilasa 1,61 2,07 

SCO2492 proteína de membrana 2,45 ND 

SCO5477 proteína de unión a oligopéptido 2,47 ND 

SCO1630 proteína de membrana 2,53 ND 

AtpD, SCO5373 ATP sintasa cadena beta 4,33 ND 

GroES, SCO4761 Chaperona 0,09 6,79 

SCO2011  
proteína de transporte de aminoácidos de 
unión a ATP 

ND 0,18 

SCO3542 
proteína de membrana con actividad 
quinasa 

ND 6,32 

SCO5389 proteína hipotética ND 5,94 

SCO4277 proteína hipotética ND 5,53 

GlgX2, SCO5456 glicosil hidrolasa ND 3,97 

SCO2780 proteína de secreción ND 3,41 

SCO4880 Transferasa ND 2,14 

Arc, SCO1648 ATPasa ND 2,12 

SCO1089 proteína hipotética ND 0,73 

SCO4228 proteína de transporte de fosfato ND 0,65 

CobN, SCO1849 proteína de biosíntesis de cobalamina ND 0,59 
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SCO1925 proteína hipotética ND 0,48 

SCO3767 proteína hipotética ND 0,45 

PstS, SCO4142 proteína de unión a fosfato ND 0,36 

SCO5477 proteína de unión a oligopéptido ND 0,32 

BldKB, SCO5113 transportador ABC lipoproteína ND 0,25 

SCO1647 proteína hipotética ND 0,23 

SCO1565 glicerofosforil diester fosfodiesterasa ND 0,19 

SodF2, SCO0999 superóxido dismutasa ND 0,16 

SCO5520 
delta-1-pirrolina-5-carboxilato 
deshidrogenasa 

ND 0,14 

SCO1230 proteína de secreción ND 0,05 

SCO6431 proteína hipotética ND 0,12 

 

a: Relación proteica detectada en MM-GA/MM-GC. Test de Student; P < 0.1. 

ND: no detectada 

 

Vía propuesta para el metabolismo de alantoína en S. coelicolor 

En base a los resultados obtenidos en los experimentos de proteómica y 

siguiendo la información bibliográfica disponible, proponemos la siguiente vía 

metabólica para la degradación de alantoína en S. coelicolor (Figura 10). Esta vía 

involucra seis proteínas de las identificadas mediante proteómica (Alc, Ugl, AceB1, Gcl, 

GlxR y Hyi) y otras dos proteínas (AllB y Ure) no detectadas mediante estos 

experimentos proteómicos pero su inclusión se demuestra más adelante en este 

capítulo. AllB presenta un alto porcentaje de similitud con alantoinasas de otros 

organismos y su marco abierto de lectura se encuentra corriente arriba del gen alc [18, 

160-164]. Ure correspondería al complejo ureasa constituido por tres subunidades 

proteicas (UreABC) y tres proteínas accesorias (UreD, UreF y UreG) [165]. 
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Figura 10. En verde se resalta las proteínas propuestas para la vía de degradación de alantoína en S. 

coelicolor.  

La primera proteína de la vía, AllB, se propone como enzima alantoinasa capaz 

de catalizar la ruptura hidrolítica del enlace amida entre N3 y C4 del anillo de alantoína 

generando como producto de reacción una molécula de alantoato. Esta proteína 

presenta un 36 % de similitud con la alantoinasa de E. coli [161, 166]. El alantoato 

formado sería el sustrato de Alc que se propone como alantoicasa, catalizando la 

formación de ureidoglicolato y urea a partir del mismo. Alc presenta un 39 % de 

similitud con la alantoicasa PuuF de P. aeruginosa [156]. 

Para demostrar esto, ambas proteínas (AllB y Alc) fueron caracterizadas 

mediante la utilización de herramientas bioinformáticas y ensayos bioquímicos (página 

80).  

El ureidoglicolato sería sustrato de Ugl que presenta un 54 % de similitud con la 

proteína ureidoglicolato liasa de B. cepacia, también presente en  E. coli, S. cerevisiae y 

en algunas especies de Pseudomonas [93, 167-169]. Esta proteína cataliza la 

conversión de ureidoglicolato en glioxilato con liberación de una molécula de urea.  

Luego el gloxilato sería sustrato de varias enzimas. Por un lado, de la malato 

sintasa AceB1 que cataliza la condensación irreversible de acetil-CoA con glioxilato 

para dar una molécula de malato. El malato formado podría luego ser metabolizado 

por el ciclo de Krebs. AceB1 de S. coelicolor ha sido previamente caracterizada y se 

demostró que la misma requiere de Mg+2 como co-factor para su máxima actividad 

catalítica [150 [170]. A su vez, existe otra proteína con alta similitud a AceB1 en S. 
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coelicolor (codificada por el gen sco0983) que, por cercanía genética a la secuencia 

codificante de la proteína isocitrato liasa (sco0982), la misma se propone como enzima 

del ciclo del glioxilato en este organismo (Tesina de Licenciatura de Juan Pablo 

Macagno).  

Por otro lado, el glioxilato sería sustrato de la proteína Gcl que presenta un 73 % 

de similitud con la proteína glioxilato carboligasa de E. coli y cataliza la condensación 

de dos moléculas de glioxilato en tartronato semialdehído [171]. De esta manera el 

glioxilato presenta un punto de ramificación en la vía para la asimilación de la parte 

carbonada de la molécula de alantoína. 

Por último, el tartronato semialdheído también sería sustrato de más de una 

enzima. Por un lado, de GlxR, que presenta un 43 % de similitud con la proteína 

tartronato semialdehído reductasa de E. coli y cataliza la reducción NADH dependiente 

de tartronato semialdehído para dar glicerato [94]. Y por otro lado, de Hyi, que se 

propone como enzima hidroxipiruvato isomerasa ya que presenta un 34 % de similitud 

con la proteína de esta actividad en E. coli. Esta enzima cataliza la isomerización 

reversible de tartronato semialdehído en hidroxipiruvato [172]. Para corroborar esta 

última parte de la vía, las proteínas GlxR y Hyi fueron estudiadas mediante 

herramientas bioinformáticas y las actividades enzimáticas comprobadas con 

experimentos bioquímicos (página 84). 

Con respecto a la urea, el derivado nitrogenado de la alantoína, proponemos que 

el complejo ureasa Ure sería el encargado de catalizar su hidrólisis, generando ácido 

carbónico y dos moléculas de NH3. El ácido carbónico luego se disocia y las moléculas 

de NH3 se protonan generando NH4+. El complejo Ure estaría constituido por 3 

subunidades (UreABC) y tres proteínas accesorias (UreD, UreF y UreG) requeridas para 

ensamblar el centro metálico de níquel característico de este complejo [165]. Cada una 

de las subunidades Ure de S. coelicolor presentan un alto grado de similitud con las 

subunidades del complejo ureasa caracterizado de B. subtillis [173]. Por otro lado, el 

genoma de S. coelicolor presenta otro conjunto de genes (sco5525-sco5526) que 

podrían codificar para otro complejo ureasa; sin embargo, como se detalla en la página  

97 de este capítulo, descartamos la participación del mismo en la vía de degradación 

de alantoína. 
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Estudio transcripcional de los genes aceB1, allB y alc en presencia de alantoína 

Con el fin de verificar los resultados obtenidos en los experimentos de 

proteómica y determinar el nivel de expresión del gen allB cuya proteína no fue 

detectada en dichos estudios, se analizaron los niveles de transcripción de los genes 

aceB1, allB y alc en MM-GA con respecto a MM-GC a 24 horas de crecimiento 

mediante ensayos de PCR en tiempo real. A partir de cultivos de la cepa parental M145 

crecida en ambos medios se prepararon extracciones de ARN total de utilizando un kit 

de extracción  de Promega (ver materiales y métodos). El RNA total se retrotranscribió 

con una enzima transcriptasa reversa de Invitrogen y finalmente, el producto se 

amplificó utilizando oligos correspondientes a cada gen (Tabla III). Los resultados de 

estos experimentos muestran un aumento de los niveles de transcripción de los tres 

genes analizados en medio con alantoína (Figura 11). 

 

 

Figura 11. Niveles de expresión de los transcriptos de los genes allB, alc, aceB1 a 24 horas de 

crecimiento en MM-GA con respecto a MM-GC por RT-PCR.  

Estos estudios permitieron, por un lado, corroborar los resultados obtenidos en 

los experimentos de proteómica, observándose un aumento de la expresión de los 

genes alc y aceB1 en MM-GA; y por otro lado, determinar que el gen allB también se 

expresa y presenta un aumento de expresión en MM-GA. 
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Estudio genético de la vía propuesta 

Los genes que codifican para las proteínas propuestas de la vía de catabolismo 

de alantoína se encuentran agrupados en dos regiones del genoma de S. coelicolor. 

Una región comprende los genes aceB1, allR (este gen codifica para un regulador 

transcripcional que será descripto en el Capítulo II de este trabajo), allB y alc. La otra 

región comprende a los genes sco6204, glxR y hyi mientras que el gen ugl (sco2850) y 

ure (sco1231-sco1236) se encuentran más alejado de estas regiones (Figura 12 A) [17]. 

Para continuar con la caracterización de esta vía metabólica se construyeron 

mutantes insercionales en los genes alc, allB, aceB1 y gcl. Para esto se usaron 

cósmidos que presentaban el gen de interés interrumpido por una inserción 

transposónica conteniendo un cassette de resistencia a apramicina y un oriT que 

permite su movilización por conjugación intergenérica entre E. coli y Streptomyces 

(Figura 12 B) [174]. Utilizando esta estrategia, mediante un doble evento de 

recombinación homóloga se obtienen las mutantes en los genes en estudio por 

intercambio con el alelo mutado, seleccionando cepas resistentes al antibiótico 

apramicina y sensibles a kanamicina. Las cepas mutantes seleccionadas se 

corroboraron mediante experimentos de PCR como se describe en el capítulo 

materiales y métodos. 

 

A) 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

Figura 12. A) Regiones genómicas que contienen los genes propuestos para el metabolismo de 

alantoína. B) Estructura de los cósmidos utilizados para la conjugación intergenérica. 
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Cada una de estas cepas mutantes fue crecida en MM-A para evaluar el rol de 

cada gen sobre el crecimiento con alantoína como fuente de nitrógeno y carbono. Las 

mutantes AceB1- y Gcl- no presentaron diferencias significativas de crecimiento en este 

medio comparado con la cepa parental M145 (Figura 13). Este resultado concuerda 

con la vía metabólica propuesta, donde las enzimas malato sintasa y glioxilato 

carboligasa representan una ramificación pudiendo utilizar ambas glioxilato como 

sustrato y permitiendo el crecimiento a partir de alantoína mediante la rama 

alternativa de la vía. 

 

 

Figura 13. Crecimiento de las cepas AceB1-, Gcl- y M145 en MM-A y MM-GA. 

Por otro lado, las mutantes AllB- y Alc- no fueron capaces de crecer en medio con 

alantoína como única fuente de nitrógeno (MM-GA) (Figura 14). Para verificar estos 

resultados, cada una de estas cepas fue complementada con una copia funcional del 

gen correspondiente mediante la utilización de un vector integrativo (pLN06 y pLN07 

Tabla II). En la Figura 14 A se puede observar que la expresión de una copia funcional 

del gen allB o alc en la cepa mutante correspondiente restablece el crecimiento en 

medio con alantoína. Este resultado indica que las proteínas AllB y Alc son esenciales 

para el crecimiento con alantoína como única fuente de nitrógeno. A su vez, estos 

experimentos de complementación indican que la mutación en el gen allB no tiene un 

efecto polar sobre la expresión del gen alc, debido a que la expresión sólo de allB en la 

mutante AllB- permite el crecimiento en alantoína. 
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Por otro lado, para el caso de estas mutantes también se realizó un control de 

crecimiento en medio mínimo suplementado con alantoína y (NH4)2SO4 (MM-AN), para 

determinar si las mismas eran capaces de crecer a partir de alantoína como única 

fuente de carbono (Figura 14 B). Estos experimentos demostraron que las mutantes 

AllB- y Alc- no fueron capaces de crecer en este medio y de esta manera,  se verifica  la 

esencialidad de los genes allB y alc también  para el crecimiento en alantoína como 

única fuente de carbono. 

 

A) 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Curvas de crecimiento de la cepa parental S. coelicolor M145 y de las cepas mutantes AllB-, 

AlC- en MM-GA (A) y MM-AN (B). Las cepas AllB-/allB y Alc-/alc corresponden a las cepas mutantes 

complementadas con una copia funcional del gen en estudio.  
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Estos estudios  verifican la vía propuesta y demuestran que las proteínas AllB y 

Alc constituyen la única vía funcional para el catabolismo de alantoína en S. coelicolor. 

 

Análisis bioinformático de AllB y Alc 

Para continuar con el estudio de las proteínas AllB y Alc de S. coelicolor se 

analizaron las secuencias aminoacídicas de las mismas buscando la presencia de 

regiones conservadas características de las familias de enzimas a las cuales pertenecen 

mediante  alineamientos con secuencias aminoacídicas de proteínas ortólogas en otros 

organismos. 

La enzima alantoinasa pertenece a la familia de amidohidrolasas metal-

dependientes, los miembros de esta familia se caracterizan por la presencia de un sitio 

mononuclear o dinuclear de unión a metal [161, 175, 176]. Pertenecen a este grupo 

también las enzimas hidantoinasa, dihidropirimidinasa y dihidroorotasa que forman 

parte del metabolismo de purinas y pirimidinas, catalizando la hidrólisis reversible del 

enlace amida cíclico del sustrato correspondiente [177-179]. Estas enzimas, junto con 

las enzimas alantoinasas, presentan un sitio dinuclear de unión a metal con residuos 

de histidina y aspartato conservados que son esenciales para la unión de metal y la 

actividad catalítica. A su vez, también se encuentra conservado en estas proteínas un 

residuo de lisina, cuya cadena lateral es carbamilada post-traduccionalmente 

permitiendo la interacción de los dos iones metálicos [160, 161]. 

Como se observa en la Figura 15 A, la enzima AllB de S. coelicolor presenta los 

cuatro residuos de histidina conservados junto con el residuo de aspartato y de lisina 

característicos de estas proteínas [160, 178, 179]. 

Por otro lado, las enzimas alantoicasas se caracterizan por la presencia de dos 

repeticiones conocidas como AR1 y AR2 conectadas mediante una región flexible. La 

única estructura cristalográfica disponible hasta el momento es la de la alantoicasa de 

S. cerevisiae, que indica que la región AR1 tiene una configuración espacial muy similar 

a la región AR2, ambas constituyendo un motivo de “jelly-roll” compuesto por cuatro y 

cinco hebras antiparalelas de hojas plegadas beta. A su vez, las enzimas alantoicasas se 

caracterizan por la presencia de motivos específicos altamente conservados en su 

secuencia aminoacídica, DGWET(S)RR, PDGG y DGWET(A)R [180]. Estos motivos fueron 
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fácilmente encontrados en la secuencia de aminoácidos de la proteína Alc de S. 

coelicolor (Figura 15 B).  

 

A) 

E. coli AllB  PGMVDA H59TH61ISEPGR  VGVVGFK146CFVATCG  GQPVLVH186CENAL  RLHVCH242VSSPE  IDCLVS D315HSPC 
B. sub  AllB  PGVIDCH60VH62FNEPGR  AGAIGFK147AFLSKSG  GKILAL H183AESDA  PVHFVH239ISTAK  IDMVSS D312HSPC 
S. cer  AllB  PGLVDS H70VH72LNEPGR  AGVRGFK157GFLLDSG  DTMMMFH193AELPK  PVHIV H250LASMK  IGSVVSD322HSPC 
S. coe  AllB  PGLVDT H63VH65VNDPGR  AGVFGFK150AFLSPSG  DGLLIV H186AEDPH  RVHVLH238LSSSD  IDCVVT D312HSPS  
 

B) 

N.cra Alc  MTDIDYKLEAVPATRIAADD---------IDKTFRSSTIDLISGA LGGKVSGFSDEWFAEAANLLTPTAPIRQPGKMVYT 71        
P.aer Alc  MN----AEHSPFRHY-----------------------LDLADAR LGSQVVAVSDEWFAPASRMLQAGEPVWKEGVFDDS 53        
S.cer Alc  MKFFSLADEAEFKSIIIS----------------KNKAVDVIGSK LGGQVVSFSDEWFASAENLIQPTAPIRDPTRFVHS 64 
S.coe Alc  VTAQQNTSLASFTGDAQPYGGGDPYADYRTADLPFTQYANLADRQLGAGVVAANDEFFAQRENLLVPEPAEFDPEHFGHK 80         
 

N.cra Alc  GAWY DGWETRRHN----------PAEFDWVVIRLGVASGTVEGVEIDTAFFNGNHAPAISVE GCFSQNDDEVLSWKGELG 141   
P.aer Alc  GKWM DGWETRRKR----------FEGHDQAVIRLGVP-GVLKGVDIDTRFFTGNHPPAASLD GCFCAEGDP--DDSTS-- 118        
S.cer Alc  GAWY DGWETRRHN----------EMEYDWVIIKMGVAAAHIIGGEIDTAFFNGNHAPFVSIE ALYDEGEEGNIVEDDSR- 133        
S.coe Alc  GKVM DGWETRRRRGVSAEQPWPTEEDHDWALIRLGAP-GVIRGIVVDTAHFRGNYPQAVSVEGASVAGSPSPEELLADDV 159        
 

N.cra Alc  GWETILGVQECGPSQRFCWKLEN-PTKKQYTHVRLNMYPDGGIARFRLFGHAVPVFPDN-TDAIFDLAAAQNGGVAISCS 219       
P.aer Alc  -WSEVLAAVGLQGDSHHYHPIDD---ERPWTHLRLNIYPDGGIARLRLYGVPYRDWSNQPPGTALDLAAAVNGGRALACS 194        
S.cer Alc  -WVEIVEKFECGPSQRHLFVRGNGLTKERFTHIKLKMYPDGGIARFRLYGRVVPPELKT-KDHIIDLAYVCNGAVALKYS 211        
S.coe Alc  KWTTLVPRTPVGGHAANGFAVSA---EQRFTHLRLKQHPDGGIARLRVYGEVVADPAWLAALGTFDVVALENGGQVEDAS 236        
 

N.cra Alc  DQHFGTKDNLILPGRGKDMGDGWETARSRTKGHVDWTIIRLG-APGYIQNFMVDTAHFRGNYPQQVKLQRIEWK--SEGR 296        
P.aer Alc  DQHFGRMGNLLNPGRAINMGDGWETGRRRTPGH-DWVIVALG-HPGSIEAAVVDTLHFKGNYPESCSIQAAFVEGGNEAR 272        
S.cer Alc  DQHFGSVDNLLLPGRGHDMSDGWETKRSRQPGHTDWAVIQLGRESSFIEKIIVDTAHFRGNFPQFITVEGCLKE--SESS 289        
S.coe Alc  NLFYSPATNTIQPGRSRKMDDGWETRRRRDKGN-DWIQYRLV-DRSQIRAIEIDTAYLKGNSAGWASVSVKDGE------ 308        
 

 
N.cra Alc  PGADSEGWTEVVEPIKCGPDQEHPVESLVKDK-PFTHVKLIIVPDGGVKRLRVFAKRAV                      354        
P.aer Alc  IEAQSLFWRELLPAQKLEMHQEHRFERHLNALGPITHVRLNIFPDGGVSRLRLFGRPQLP                     332        
S.cer Alc  ENTGEGTWVELVGKSKTGPDKEH-VYEIRKSI-RVSHVKLTIIPDGGVKRIRVWGY                         343        
S.coe Alc  ----AGEWREVLPRTRMQPDTNHRFVLPEAAVG--THARVDIFPDGGISRLRLFGSLTEDGAARLAARHQELGG       376        
 

 

Figura 15. A) Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de proteínas alantoinasas de E. coli, B. 

subtillis, S. cerevisiae y S. coelicolor utilizando el software ClustalW [146]. Los residuos marcados en rojo 

se encuentran altamente conservados en esta familia de amidohidrolasas metal-dependientes. B) 

Alineamiento de secuencias aminoácidicas de las proteínas alantoicasas de N. crassa (N. cra), P. 

aeruginosa (P. aer), S. cerevisiae (S. cer) y S. coelicolor (S. coe). Los motivos marcadas en rojo se 

encuentran altamente conservados en la familia de alantoicasas. 

 

Caracterización bioquímica de las proteínas AllB y Alc 

Con el objetivo de verificar las actividades enzimáticas propuestas para las 

proteínas AllB y Alc, las mismas se obtuvieron como proteínas recombinantes en E. 

coli. Para esto, los genes allB y alc se amplificaron por PCR, se clonaron en el vector 

pET28a  (pLN03 y pLN05 Tabla II) y se expresaron en la cepa E.coli BL21 como proteínas 
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de fusión a seis residuos de histidina. Finalmente las proteínas fueron purificadas  en 

columnas de afinidad de Ni+2-agarosa (Figura 16). 

 

 

 

Figura 16. SDS-PAGEs realizados durante la purificación de proteínas Alc, AllB, GlxR y Hyi. ET 

corresponde a extracto proteico total, SC siembra inicial de la columna, LC primer lavado de la columna, 

40, 60, 80, 100, 150, 200 y 250 corresponden a las eluciones realizadas con imidazol en mM. Las flechas 

indican las fracciones de elución que fueron posteriormente dializadas y guardadas a -80°C. 

 

La actividad alantoinasa de la proteína AllB, que cataliza la formación de 

alantoato a partir de alantoína, se determinó mediante la descomposición del 

alantoato formado a glioxilato y posterior transformación a glicolato acoplando la 

enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (Figura 17 A).  Previamente a la purificación de la 

proteína AllB, se realizaron ensayos enzimáticos de actividad alantoinasa con extractos 

proteicos totales provenientes de cultivos  crecidos en medios suplementados con 

1mM CoCl2, 1 mM ZnCl2 o sin agregado de catión divalente. De estos experimentos se 

determinó que actividad alantoinasa más alta fue obtenida  cuando se expresó la 

proteína en presencia de CoCl2, por lo tanto se seleccionó este medio para la expresión 

y posterior purificación de la enzima AllB. La presencia del catión divalente en el medio 

aumenta marcadamente la actividad alantoinasa, como fue previamente demostrado 

para la enzima alantoinasa de E. coli [134]. 

Para determinar la actividad alantoicasa de la proteína Alc, que cataliza la 

formación de ureidoglicolato y urea a partir de alantoato, se realizó un ensayo 
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colorimétrico discontinuo determinándose la formación de urea en función del tiempo  

(Figura 17 C). 

Algunas especies bacterianas como E. coli [181] o B. fastidiosus [182] presentan 

una enzima alantoato amidohidrolasa capaz de catalizar la reacción de hidrólisis de 

alantoato a ureidoglicolato. Sin embargo, el mecanismo molecular de la enzima 

alantoato amidohidrolasa es distinto, pasando por el intermediario ureidoglicina y 

liberando dos moléculas de amonio y una de CO2 en lugar de una molécula de urea. 

Para corroborar que la proteína Alc presenta actividad alantoicasa y no alantoato 

amidohidrolasa, se realizó un ensayo control utilizando el kit Urea Color 2R (Wiener 

Lab), pero sin el agregado final de ureasa que descompone la urea formada en amonio 

y CO2 para la determinación colorimétrica. Este experimento permitió corroborar que 

la enzima Alc cataliza la formación de ureidoglicolato y urea a partir de alantoato, en 

lugar de ureidoglicolato y amonio, ya que no se observó aparición de color por 

presencia de amonio sin el agregado de ureasa a la mezcla de reacción. 

Por otra parte, también se realizó un ensayo enzimático acoplando las enzimas 

AllB y Alc utililzando alantoína como sustrato y determinando la formación de urea en 

función del tiempo.  El alantoato generado por AllB es utilizado como sustrato por la 

proteína Alc que lo transforma en ureidoglicolato y urea. Utilizando alantoína como 

sustrato de AllB y agregando un exceso de proteína Alc (relación AllB:Alc 1:10 U) se 

verificó la actividad alantoinasa de AllB. Este ensayo permitió determinar los 

parámetros cinéticos de la misma. De la misma manera, utilizando alantoína como 

sustrato y agregando un exceso de proteína AllB (relación AllB:Alc 10:1 U) se verificó la 

actividad alantoicasa de Alc y se determinó la actividad específica de esta proteína 

(Figura 17 B). Como controles de este ensayo, se verificó la ausencia de reacción 

colorimétrica sin agregado de proteína AllB o sin agregado de proteína Alc a la mezcla 

de reacción.  
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Figura 17. A) Determinación enzimática de la actividad alantoinasa de AllB mediante una reacción 

acoplada a LDH. Se determinó la disminución de absorbancia a 340 nm por oxidación de NADH a NAD+. 

B) Determinación enzimática de la actividad alantoinasa de AllB mediante una reacción acoplada a la 

enzima Alc (relación AllB:Alc 1:10 U). Se utilizó el kit Urea 2R Color Wiener Lab para la determinación de 

NH4 mediante absorbancia a 530 nM. C) Determinación enzimática de la actividad alantoicasa de Alc 

mediante la utilización del kit Urea 2R Color Wiener Lab. 

Estos ensayos enzimáticos confirmaron que la proteína AllB presenta actividad alantoinasa 

catalizando la conversión de alantoína a alantoato con Vmax de 619 ± 25 U mg-1 y Km para 

alantoína de 41 ± 4 mM. Además, se verificó que la proteína Alc presenta actividad alantoicasa 

y cataliza la conversión de alantoato a ureidoglicolato y urea con una Vmax de 218 ± 20 U mg-1. 

Los parámetros cinéticos estimados para cada enzima son comparables con los valores 

reportados para otros ortólogos bacterianos [97, 134, 183].  

 

Análisis bioinformático de Hyi y GlxR 

Para profundizar el estudio de las proteínas Hyi y GlxR de S. coelicolor se 

analizaron las secuencias proteicas de las mismas utilizando bases de datos y fuentes 

bibliográficas.  

La enzima GlxR pertenece a la familia de β-hidroxiácido deshidrogenasas que 

presentan varios dominios y residuos característicos conservados. Estas proteínas 

presentan un dominio N-terminal de unión a co-factor dinucleótido con la secuencia 
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consenso GXXGXGXMGXXXAXNXXXG, un dominio LDAPVSSGGXXXAXX(A/G) de unión a 

sustrato donde los residuos de serina y glicina son altamente conservados, un dominio 

catalítico que presenta varios residuos de lisina y glicinas indispensables para la 

actividad catalítica cuya secuencia consenso es GXXGXGXXXKXXX(N/Q). Por otro lado, 

poseen un dominio C-terminal de unión a co-factor donde existen dos residuos 

altamente conservados (lisina y glicina) [152]. Los miembros de la familia de β-

hidroxiácido deshidrogenasas pueden utilizar NAD(H) o NADP(H) como co-factor. En el 

caso de las enzimas tartronato semialdehído reductasas bacterianas caracterizadas 

hasta el momento, las mismas utilizan NAD(H) [152, 184]. Los cuatro dominios 

conservados de esta familia de enzimas se encontraron en la secuencia de la proteína 

GlxR de S. coelicolor (Figura 18 A). 

La enzima Hyi ha sido poco estudiada en bacterias, la misma fue purificada y 

caracterizada en E. coli y B. fastidiosus [153, 185]. Según los estudios realizados en E. 

coli, existirían varios residuos conservados característicos de estas proteínas no solo 

procariotas sino también en homólogos eucariotas [153] como se muestra en el 

alineamiento de la Figura 18 B. Estos alineamientos fueron realizados con las 

secuencias proteicas de hidroxipiruvato isomerasas putativas de varias especies 

bacterianas. La secuencia proteica de la proteína Hyi de B. fastidiosus no se encuentra 

disponible en la base de datos ya que el genoma de esta especie bacteriana aún se 

encuentra en etapas de secuenciación (http://www.bio.nite.go.jp/ngac/e/project_wgs-

e.html). Los aminoácidos conservados característicos de las enzimas hidroxipiruvato 

isomerasas se encuentran presentes en la secuencia proteica de Hyi de S. coelicolor 

(Figura 18 B). 
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A)  

GlxR S.coe MSTLPKVAWIGLGI MGSPMSENLIKA GYQVTGFTLEQEKLDRLAAAGGGVAGSIAEAVRDADVVVTMVPASPQVEAIAYG 80 
GlxR B.cep ---MATI GFIGLGIMGAHMARNLLKGDHQLVVNGAFPIP—DDLRASAKVVANSTEVAQNADIIISMVPDTPDVRNVLFAG 75 
GlxR B.sub --MDRNV GFI GLGI MGKPMALNLIKA GYSLTIFDLNQDAVQRVVSAGAAAAGSPREVAEKSEVIITMLPASQHVKSVILG 78 
GlxR E.col ----MKL GFI GLGI MGTPMAI NLARAGHQLHVTTIGPVAD-ELLSLGAVSVETARQVTEASDIIFIMVPDTPQVEEVLFG 75 
GlxR P.aer ---MAKI GFI GTGI MGKPMAQNLQKAGHSLFLSTHHDAAPADLLEAGAIALANPKEVAQEAEFIIVMVPDTPQVEDVLFR 77 
GarR S.typ --MTMKV GFI GLGI MGKPMSKNLLKAGYSLVVSDRNPEAIADVIAAGAETASTAKAIAEQCDVIITMLPNSPHVKEVALG 78 

 
GlxR S.coe PDGILENAKSGALLVDMSSITPQTSVDLAKAAKDKGIRVLDAPVSGGEAGAIE AVLSIMVGGEQADFDEAKPLLEALGKT 160 
GlxR B.cep DDGVAKGLTAGKLVIDMSSISPLDTQEFAKQINALGCDYLDAPVSGGEVGAREATLTIMVGGPEQAFERAKPLFEKMGKN 155 
GlxR B.sub ENGVLKGVKKNAVIIDMSSITPDVSREIAVKAAKKGAAMLDAPVSGGEPKAID GTLAIMVGGREDVFESVSSIFHAVGKD 158 
GlxR E.col ENGCTKASLKGKTIVDMSSISPIETKRFARQVNELGGDYLDAPVSGGEIGAREGTLSIMVGGDEAVFERVKPLFELLGKN 155 
GlxR P.aer KDGIAEGVGPNKVVIDMSSISPSATKGFAEKIKATGAQYLDAPVSGGEVGAKAATLSIMVGGCPNSFERALPLFQAMGKN 157 
GarR S.typ ENGIIEGAKPGTVLIDMSSIAPLASREISDALKAKGVEMLDAPVSGGEPKAID GTLSVMVGGDKAIFDKYYDLMKAMAGS 158 
 
GlxR S.coe IVLCGPHGSGQTVKAANQLIVAVNIQACAEAVVFLEKSGVDLKAALDVLNGGLAGSTVLTRKKDNFLGRDFKPGFRIDLH 240 
GlxR B.cep ITLVGDN GAGQTCKVANQIIVALNIEAVGEALLFAARSGADPERVRQALMGGFAASRILEVHGARMTKRTFDPGFRIELH 235 
GlxR B.sub ITLVGDN GCGVTAKLANQIIVNLNIAAMSEALVLAAKAGIDIEKMYQAIRSGLAGSAVLDAKVPMILDRNFTAGGSIAIN 238 
GlxR E.col ITLVGGNGDGQTCKVANQIIVALNIEAVSEALLFASKAGADPVRVRQALMGGFASSRILEVHGERMIKRTFNPGFKIALH 235 
GlxR P.aer ITRVGGNGDGQTAKVANQIIVALNIQAVAEALLFAARNGADPAKVREALMGGFASSRILEVHGERMVKGTFDPGFRISLH 237 
GarR S.typ VVHTGDIGAGNVTKLANQVIVALNIAAMSEALTLATKAGVNPDLVYQAIRGGLAGSTVLDAKAPMVMDRNFKPGFRIDLH 238 

 
GlxR S.coe HKDMGIVTDAARNVGAALPVGAVVAQLVASLRAQGDGGLDHSALLRAVERLSGDQV                         296 
GlxR B.cep QKDLNLALDGARKLGLALPHTASAQQLFSVCASHGGKAWDHSALVRALEIMSNFEIGQTPAA                   297 
GlxR B.sub MKDITNVMDTAHEIGVPLPLSSQLLEIFHALKVDGKINDDHGSIVRYYEKLANIEVKKA                      297 
GlxR E.col QKDLNLALQSAKALALNLPNTATCQELFNTCAANGGSQLDHSALVQALELMANHKLA                        292 
GlxR P.aer QKDLNLALAGARELNLNLPNTANAQQVFSTCAAIGGSNWDHSALIKGLEHMANFSIRDE                      296 
GarR S.typ IKDLANALDTSHGVGAQLPLTAAVMEMMQALRADGHGNDDHSALACYYEKLAKVEVTR                       296 

 
 

B) 
 
Hyi S.coe  MGFADQRFNVNLSILFTELPLLE RPAAAAAAGFTAVELWWPWIDSPTPEQSELDALKSAIEDAGVQLTGLNFYAGQLPGP 80 
Hyi B.cep  ----MPKFAA NLTMLFNEVPFLDRFKAAADAGFDAVEFLFPYP-------YAKEELAERLETHRLRLVLH NLPAGNWDQG 69 
Hyi E.col  ----MLRFSA NLSMLFQEYDFLERFDKAAQCGFRAVEFMFPYD-------YDIEVLQHKLSSNNLEHTLH NLPAGDWAAG 69 
Hyi P.aer  ----MLRFSA NLSMLFQEYDFLERFDKAAQCGFRAVEFMFPYD-------YDIEVLQHKLSSNNLEHTLH NLPAGDWAAG 69 
 
Hyi S.coe  DRGALSIPGEESERFRANIDVAADFARSLGCTALNALYGNRVEGVDPAEQDRLALENLVLAARAADRIGAVLLVEALNKP 160 
Hyi B.cep  ERGIACLPDRVGE-FQEGVGRAIEYAKALKVPQLNCLVGIPSASTARDKTFVTIVDNLRFAADALKREGIRLLVEPCNSF 148 
Hyi E.col  ERGIACIPGREEE-FRDGVAVAIRYARALGNKKINCLVGKTPVGVSAEQVHTTLVENLRYAANMLAKEGILLLIEPLNHF 148 
Hyi P.aer  ERGIACIPGREEE-FRDGVAVAIRYARALGNKKINCLVGKTPVGVSAEQVHTTLVENLRYAANMLAKEGILLLIEPLNHF 148 
 
Hyi S.coe  ES PRYPLVSAPAAIAVVDRVNEATGLGNAKFLMDLYHLSMNGEDLPQVIDAYAAKTGHVQI ADNPGRGAPGTGSLPLEDL 240 
Hyi B.cep  DI PGFALNRSSEGLDVIR----AVGSDNLFLQYDIY HMQRMEGELAATIERNLASIGHVQLADNPGRNEPGTGEINYAFL 224 
Hyi E.col  DM PGFHLTGTQQALALIA----DIGSN NIKIQY DIY HMQRMEGELAQTMTTWANKIGHLQI ADNPRRGEPGTGEINYDFL 224 
Hyi P.aer  DM PGFHLTGTQQALALIA----DIGSN NIKIQY DIY HMQRMEGELAQTMTTWANKIGHLQIADNPRRGEPGTGEINYDFL 224 
 
Hyi S.coe  LDRLAKAGYDGWVGLEYKPGDDPSAQSFSWLPAGARAAR                                          279 
Hyi B.cep  FALLDRLGYAGYVGCEYKP-RTTTTEGLGWLQSVAGCAPGSARRAA                                   269 
Hyi E.col  FDLIEKSDYDGWVGCEYKP-LTTTEAGLSWINPYR                                              258 
Hyi P.aer  FDLIEKSDYDGWVGCEYKP-LTTTEAGLSWINPYR                                              258 

 
 
                   

               
Figura 18. A) Alineamiento de secuencias proteicas de enzimas tartronato semialdehído reductasas de S. 

coelicolor (S. coe), B. cepacia (B. cea), E. coli (E. col), B. subtillis (B. sub), P. aeruginosa (P. aer) y 

Salmonella typhimurium (S. typ) utilizando el software ClustalW [146]. Los residuos en rojo 

corresponden a los residuos conservados de cada dominio característico de estas enzimas B) 

Alineamiento de secuencias proteicas de enzimas tartronato semialdehído reductasas de S. coelicolor, B. 

cepacia, P. aeruginosa y la secuencia proteica de la proteína Hyi caracterizada de E. coli. 
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Caracterización bioquímica de las proteínas Hyi y GlxR 

Para verificar que el gen hyi codifica una proteína con actividad hidroxipiruvato 

isomerasa como fue propuesto, se realizó un ensayo enzimático acoplado a la enzima 

tartronato semialdehído reductasa, GlxR. Esta metodología se utilizó para determinar 

la actividad hidroxipiruvato isomerasa de Hyi en E. coli. 

Para este fin, los genes hyi y glxR fueron amplificados por PCR y clonados en el 

vector pET28 (pLN16 y pLN24 Tabla II) para su expresión como proteínas 

recombinantes en una cepa de E. coli BL21. Ambas proteínas se expresaron como 

proteínas de fusión a seis residuos de histidina y se purificaron en columna de afinidad 

de Ni-agarosa (Figura 16). Debido a que la reacción catalizada por la enzima Hyi es 

reversible, en este ensayo se utilizó hidroxipiruvato como sustrato y el producto 

tartronato semialdeído fue convertido en glicerato por la enzima GlxR que utiliza 

NADH como co-cofactor. La reacción se determinó espectrofotométricamente a 340 

nm por oxidación de NADH (Figura 19).  

Este ensayo enzimático permitió confirmar que Hyi cataliza la conversión de 

hidroxipiruvato en tartronato semialdheído con Vmax de 26,8 ± 1,8 U mg-1 y Km para 

hidroxipiruvato de 55 ± 7,5 mM, y que GlxR cataliza la conversión de tartronato 

semialdheído en glicerato con Vmax de 4,2 ± 0,5 U mg-1. Los parámetros cinéticos 

obtenidos son comparables con los valores propuestos para otros ortólogos 

bacterianos [152, 153]. 

 

 

Figura 19. Determinación enzimática de la actividad hidroxipiruvato isomerasa de Hyi y tartronato 

semialdehído reductasa de GlxR mediante la determinación de desaparición de NADH en un ensayo 

espectrofotométrico.  
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Efecto del crecimiento en alantoína sobre la producción de antibióticos 

Como se mencionó anteriormente, el agregado de alantoína al medio de cultivo 

provoca una marcada disminución de la producción de los antibióticos en S. coelicolor 

(Figura 8 B).  La utilización de esta cepa permite visualizar este defecto en la 

producción de antibióticos de color a simple vista. 

En esta etapa del trabajo, nos propusimos cuantificar los niveles de producción 

de undecilprodigiosina y actinorhodina, y determinar la causa por la cual se observa 

una disminución de los mismos en presencia de alantoína. 

Para esto determinamos los niveles de producción de antibióticos en MM-GA y 

MM-GCA  durante la fase estacionaria de crecimiento. Como se puede observar en la 

Figura 20 B, la producción de estos metabolitos secundarios disminuyo un 88 % en 

ambos medios con respecto a la producción en medio control MM-GC.  

Para determinar si la alantoína per se o algún subproducto del metabolismo de la 

misma es el causante de la disminución de la producción de antibióticos, se planteó 

analizar la producción de antibióticos de la mutante AllB- que es incapaz degradar este 

compuesto y de la mutante Alc- que es incapaz de degradar alantoato. Para esto se 

utilizó el medio MM-GCA ya que permite el crecimiento de dichas mutantes debido a 

la presencia de casaminoácidos como fuente de nitrógeno. 

De manera opuesta a lo que ocurre con la cepa parental M145, las mutantes AllB- 

y Alc- producen ambos antibióticos de manera similar a la producción de la cepa M145 

en MM-GC sin agregado de alantoína (Figura 20 A y B). Como control de estos 

experimentos, se corroboró que las cepas mutantes AllB- y Alc- no presentan una 

alteración de la producción de antibióticos en el medio control MM-GC. Estos 

resultados indican que la disminución en la producción de antibióticos en medio con 

alantoína se debe a un desbalance metabólico o subproducto que genera el 

metabolismo de la misma (Figura 20 B).  
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A)   

 

 

B) 

 

 

Figura 20. A) Producción de antibióticos de la cepa parental M145 en MM-GC y MM-GCA, y de las cepas 

AllB-, y Alc- en MM-GCA. B) Cuantificación de undecilprodigiosina y actinorhodina en MM-GC, MM-GCA y 

MM-GA a 60 y 72 horas de crecimiento respectivamente. Las letras a y b  denotan diferencias 

estadísticamente significativas aplicando Test de Student (P < 0,1). 
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Análisis de la expresión del regulador ActIIORF4 

La disminución en la producción de antibióticos observada anteriormente podría 

deberse por un lado, a la falta de precursores para la síntesis de los mismos (acetil-

CoA, malonil-CoA, aminoácidos, etc), o bien, a un defecto en la expresión de los genes 

que codifican para los activadores transcripcionles (actIIORF4 o redD) que regulan la 

expresión de los genes de biosíntesis de actinorhodina y undecilprodigiosina.  

Para corroborar esta última hipótesis, se analizaron el nivel de expresión del gen 

que codifica para el activador transcripcional de los genes de biosíntesis de 

actinorhodina, actIIORF4. Para esto se creció la cepa M145 en medio MM-GA y MM-

GC y se extrajo ARN total de muestras de ambos cultivos a 46 horas. A partir de estas 

muestras,  se retrotranscribió el ARN obteniéndose cADN de calidad para la realización 

de una RT-PCR (ver materiales y métodos). Los resultados de este ensayo arrojaron 

una disminución de 98 veces de la expresión de actIIORF4 en medio con alantoína con 

respecto al medio sin la misma (la relación de expresión en MM-GA/MM-GC fue 0,014 

± 0,007). Este resultado confirmó que la disminución de la producción de 

actinorhodina en MM-GA se debe a una disminución significativa de la expresión del 

activador trasncripcional ActIIORF4 causada por algún producto del catabolismo de 

alantoína, lo que conlleva a una la falta de expresión de los genes biosintéticos de este 

antibiótico. 

Por cuestiones de simplicidad solo se determinó la expresión de actIIORF4 siendo 

necesario a futuro analizar la expresión del gen que codifica para el activador 

transcripcional de undecilprodigiosina, redD. Debido a los resultados mostrados sobre 

el final de este capítulo podemos aventurarnos a decir que el efecto sobre este 

regulador podría ser similar a actIIORF4.  

 

Estudio metabolómico de S. coelicolor crecida en presencia de alantoína 

Para poder establecer una conexión entre los cambios que provoca el 

metabolismo de alantoína y la producción de antibióticos, nos planteamos realizar un 

estudio metabólico comparando el metaboloma de la cepa S. coelicolor M145 crecida 

en MM-GA con respecto a la cepa crecida en MM-GC. Este estudio permitiría 

determinar de qué manera se alteran los niveles de los metabolitos por la degradación 

de alantoína. 
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Para esto se creció la cepa de S. coelicolor M145 en ambos medios y se realizaron 

extracciones con solventes a dos tiempos: fase exponencial y fase estacionaria de 

crecimiento [71]. Estos extractos fueron derivatizados y analizados mediante 

cromatografía gaseosa acoplada a un detector de masa (GC-MS). De esta manera se 

pudieron identificar 40 metabolitos intracelulares, de los cuales 20 presentaron 

diferencias estadísticamente significativas dependiendo de la fuente de nitrógeno 

utilizada (Tabla VII). Aspartato, alanina, glicina y urea se encontraron aumentados 

cuando la cepa fue crecida en medio con alantoína, siendo urea el compuesto que 

mayor aumento evidenció a ambos tiempos ensayados (83 veces en fase exponencial y 

453 veces en fase estacionaria, Figura 10 y 21). Por el contrario, glutamina y valina se 

encontraron disminuidos bajo las mismas condiciones (Figura 21). 

 

Tabla VII. Metabolitos alterados identificados por metabolómica. 

 

Metabolito ra 24 h ra 46 h 

Alanina 2,27 46,10 

Glicina 2,66 16,25 

Valina 0,44 0,40 

Urea 83,55 453 

Fosfato 1,20 0,25 

Prolina 0,84 0,74 * 

Ácido succínico 3,04 0,84 * 

Ácido fumárico 0,17 47,52 

Serina 0,39 0,97 * 

Dímero láctico 0,15 0,63 * 

Aspartato 0,36 97,91 

Ácido citramálico 1,29 6,70 

Ácido pentaneodico 
metoximino 

0,43 0,42 * 

Glutamina 1,07 0,36 

Ácido fosfórico 1,80 * 0,14 

Ácido cítrico 0,77 0,02 * 

Glucosa oxima 1,29 1,11 

Glucopiranosa 0,45 7,58 

Ácido hexadecanoico 137,86 * 3,78 

Turanosa 0,04 0,36 
 
a: Relación detectada en MM-GA/MM-GC. Test de Student; P < 0.1. 

*: P > 0.1.  
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Figura 21. Metabolitos intracelulares que se encontraron alterados cuando la cepa M145 fue crecida en 

MM-GCA con respecto a MM-GC en fase exponecial (24 horas) y fase estacionaria de crecimiento (46 

horas). Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes ± DS. Un asterisco 

representa diferencia estadísticamente significativa aplicando Test de Student (P < 0,1) y dos asteriscos 

(P < 0,05). 

 

Estos resultados estarían sugiriendo un desbalance o exceso de nitrógeno 

intracelular en presencia de alantoína, no solo porque existen altos niveles de urea en 

el interior celular sino también porque los niveles de varios aminoácidos se encuentran 

alterados. Con respecto a esto último, es interesante observar que el aminoácido 

glutamina se encuentra disminuido en medio con alantoína. Los niveles intracelulares 
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de glutamina y glutamato son de gran importancia porque son los aminoácidos 

dadores de nitrógeno para la mayoría de las reacciones biosintéticas. 

 

Cambios producidos en el medio de cultivo por el metabolismo de alantoína 

La vía metabólica propuesta para la degradación de alantoína explicaría la 

acumulación de urea cuando la cepa de S. coelicolor es crecida en medio con alantoína. 

Según esta vía se generarían dos moléculas de urea a partir de una molécula de 

alantoína, la primera de ellas en el paso catalizado por la enzima Alc y la segunda en el 

paso catalizado por la enzima Ugl. Muchos organismos excretan urea como producto 

final de esta vía, sin embargo otros la convierten a CO2 y amonio, el cual puede 

excretarse o ser asimilado por las enzimas GDH o GS. Debido a que S. coelicolor puede 

utilizar alantoína como fuente de nitrógeno, nosotros proponemos que esto último 

estaría ocurriendo en este microorganismo, es decir, la urea sería degradada a amonio 

por la enzima ureasa y el mismo se incorporaría al metabolismo celular en forma de 

glutamina o glutamato (Figura 10). 

Para corroborar esta hipótesis, se cuantificaron los valores de urea y amonio 

presentes en el sobrenadante del medio a diferentes tiempos cuando la cepa S. 

coelicolor M145 se creció en MM-GCA y en MM-GC. Como se muestra en la Figura 22 

A, los valores de urea y amonio extracelular se encuentran marcadamente 

aumentados cuando la cepa crece en MM-GCA con respecto al crecimiento en MM-GC. 

Estos resultados confirman que la urea se está degradando a amonio y que el exceso 

de urea y amonio intracelular se estaría liberando al medio. Por otro lado, estos 

resultados también estarían sugiriendo una falta de inhibición por exceso de producto 

de la vía, ya que se no observa un fenómeno de represión catabólica por acumulación 

de los productos de la vía, amonio y urea, durante la degradación de alantoína. 

A partir de este resultado y de la información bibliográfica disponible que 

sostiene que los niveles de nitrógeno intracelular/extracelular juegan un rol central en 

el metabolismo secundario, se propone que el exceso de amonio en el interior de la 

célula podría ser el causante de la disminución de la producción de antibióticos cuando 

S. coelicolor crece en exceso de alantoína. 
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Efecto de la acumulación de amonio sobre la producción de antibióticos 

De acuerdo con la vía propuesta (Figura 10), el complejo ureasa Ure degradaría la 

urea en dos moléculas de amonio y CO2 durante el catabolismo de alantoína. Por lo 

tanto, para analizar si el exceso de amonio podría ser la causa de la disminución de la 

producción de antibióticos, se inactivó uno de los genes que codificaría para una de las 

subunidades del complejo ureasa. Para esto se utilizó la misma estrategia de 

inactivación por inserción transposónica previamente utilizada para la construcción de 

las cepas AllB- y Alc- [18]. Utilizando un cósmido que contenía un alelo mutante del gen 

ureB (sco1235), se aisló la mutante UreB- mediante dos pasos de recombinación 

homóloga.  

De esta manera, se determinaron los niveles de amonio acumulado en el medio 

extracelular cuando la cepa UreB- fue crecida en MM-GCA (Figura 22 A). Los resultados 

mostraron que la acumulación de amonio extracelular se encuentra disminuida con 

respecto a lo observado en estas condiciones para la cepa parental, siendo similares a 

los observados en MM-GC para esta cepa (Figura 22 A). Por otro lado, al cuantificar la 

producción de antibióticos en la cepa mutante UreB- se observó que no se producía 

una disminución en los mismos, sino que los valores eran similares a los obtenidos 

para la cepa S. coelicolor M145 crecida en MM-GC (Figura 22 B). Estos resultados 

estarían verificando las hipótesis propuestas. Primero, este complejo ureasa es el 

encargado de degradar la urea generada por el metabolismo de alantoína; y segundo, 

la acumulación intracelular/extracelular de amonio por este complejo es la causa de la 

disminución en la producción de antibióticos. Para verificar estos experimentos, se 

complementó la cepa UreB- con una copia funcional del gen ureB utilizando plasmidos 

integrativos. A partir de esta cepa se determinó la acumulación de amonio extracelular 

y la producción de antibióticos, observándose nuevamente el fenotipo parental (Figura 

22 A).  

Finalmente para verificar el rol de este complejo en los distintos medios, se 

realizó una determinación de actividad ureasa en extractos proteicos totales de esta 

mutante en comparación con la cepa parental M145. La actividad ureasa se encontró 

marcadamente disminuida en la cepa mutante UreB- con respecto a la cepa parental 

tanto en MM-GCA como en MM-GC. El aumento de actividad ureasa en la cepa 

parental M145 en presencia de  alantoína denota una inducción de esta actividad en 
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MM-GCA con respecto a MM-GC (Figura 22 C). Debido a que los experimentos de 

proteómica no permitieron identificar un aumento en los niveles de expresión del 

complejo ureasa, esta inducción podría ser de tipo alostérica. 

Los resultados obtenidos de estos experimentos sugieren que la acumulación 

intracelular/extracelular de amonio producto del metabolismo de alantoína provocaría 

una disminución de la expresión del activador transcripcional actIIORF4 y esto 

generaría entonces la disminución en la producción de actinorhodina.  
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B) 

 

 

C) 

 

Figura 22.  A) Liberación de amonio (líneas continuas) y urea (líneas discontinuas) por la cepa parental 

M145 y la cepa mutante UreB- crecida en MM-GCA o en MM-GC. B) Cuantificación de la producción de 

actinorhodina y undecilprodigiosina de las cepas M145 y UreB- a 72 y 60 horas de crecimiento 

respectivamente, en MM-GCA y MM-GC. Las letras a, b y c denotan diferencias estadísticamente 

significativas aplicando Test de Student (P < 0,1). B) Actividad ureasa en extractos proteicos totales de la 

cepa M145 y UreB- crecidas en MM-GCA o MM-GC. 
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Caracterización de la cepa mutante UreB- 

Debido a que se determinó algo de actividad ureasa en la cepa UreB- (Figura 22 

C) y que en el genoma de S. coelicolor existe otro grupo de genes que codifican para un 

complejo ureasa, se estudió el rol de UreB bajo distintas condiciones de crecimiento. 

Para esto se estudió el crecimiento de la cepa parental S. coelicolor M145 y la mutante 

UreB- en MM-GA y en medio mínimo líquido suplementado con urea como única 

fuente de nitrógeno (MM-GU).  

 

 

Figura 23. Curva de crecimiento de las cepas M145, UreB-  y Ure- complementada con una copia 

funcional del gen ureB (UreB-/ureB) en MM-GA y MM-GU.  

 

En la Figura 23 se puede observar que la mutación en ureB- afecta 

principalmente el crecimiento de esta cepa en medio MM-GA mientras que no se ve 

efecto cuando se usa urea como fuente de nitrógeno (MM-GU). Este resultado sugiere 

que el crecimiento de esta cepa  en MM-GU podría deberse a la presencia del segundo 

complejo ureasa (sco5525-sco5526) bajo estas condiciones. Sin embargo, este 

complejo no se expresaría o estaría activo en presencia de alantoína sustentado por la 

falta de crecimiento de la cepa UreB- en MM-GA. Como control de estos ensayos se 

determinó el crecimiento de la cepa parental M145 en MM-GU para evaluar si el 

efecto de la inactivación en el gen ureB sobre el crecimiento es específico del mismo y 

no se debe a un efecto tóxico de la presencia de urea en el medio. 
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Para corroborar estos resultados, se complementó la cepa UreB- con una copia 

funcional del gen ureB bajo el control de su propio promotor utilizando un vector 

integrativo. Nuevamente se determinó el crecimiento de esta cepa en MM-GU y MM-

GA. Como puede observarse en la Figura 23, la complementación fue casi completa 

aunque no se llegó a los valores de crecimiento de la cepa parental. Esto puede 

deberse al hecho de que al mutar el gen ureB la expresión de las subunidades corriente 

abajo del gen ureB puedan estar afectadas en el caso de que se expresen a partir del 

mismo promotor. No se pudo realizar la complementación completa con todos los 

genes del complejo UreABCDFG para evaluar esta hipótesis debido a que no se 

contaba con todos los genes del operon. 

 

Efecto sobre la producción de antibióticos frente a distintas concentraciones de 

alantoína 

Si la acumulación de nitrógeno intracelular, consecuencia de la degradación de 

alantoína, es la causa de la disminución en la producción de antibióticos en este 

medio, se planteó analizar la concentración umbral de alantoína capaz de provocar 

este efecto. Para esto se disminuyó la concentración de alantoína a 5 y 10 mM y se 

cuantificó la producción de antibióticos comparando con la concentración utilizada 

anteriormente de 20 mM de alantoína (Figura 24). Estos resultados indican que altas 

concentraciones de alantoína estarían afectando la producción de antibióticos 

mientras que al disminuir la concentración al medio, el efecto ya no sería observable 

para actinorhodina, aunque si afectaría en parte la producción de undecilprodigiosina. 
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Figura 24.  Cuantificación de actinorhodina y undecilprodigiosina en MM-GC o MM-GCA 5, 10 o 20 mM a 

72 y 60 horas de crecimiento respectivamente. Las letras a, b y c denotan diferencias estadísticamente 

significativas aplicando Test de Student (P < 0,1).  

 

Otras fuentes de nitrógeno y su efecto sobre la producción de antibióticos 

Si el efecto sobre la producción de antibióticos provocado por el metabolismo de 

alantoína se debe al exceso de amonio intracelular generado, se planteó analizar si 

este efecto podría reproducirse mediante el agregado de otras fuentes de nitrógeno al 

medio. Para esto, se utilizaron concentraciones de urea y de amonio manteniendo los 

equivalentes de nitrógeno presentes en  los medios suplementados con 20 mM 

alantoína. 

Como se puede observar en la Figura 25, la utilización de urea o amonio en 

concentraciones equivalentes de nitrógeno no tuvo el mismo efecto que la presencia 

de alantoína sobre la producción de antibióticos, es decir, la producción de 
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actinorhodina y undecilprodigiosina en medio con urea 40 mM (MM-GCU) o (NH4)2SO4 

80 mM (MM-GCN) fue similar a la producción en MM-GC.  

 

 

 

Figura 25. Cuantificación de actinorhodina y undecilprodigiosina en MM-GC, MM-GCA 20 mM, MM-GCU 

40 mM y MM-GCN 80 mM a 72 y 60 horas de crecimiento respectivamente. 

 

Estos resultados sugieren que para el caso de urea o amonio se activa un sistema 

de represión catabólica por nitrógeno, inhibiendo la entrada de estos compuestos 

cuando hay cantidad suficiente de metabolitos nitrogenados en el interior celular para 

el crecimiento. En el caso de alantoína esto pareciera no ocurrir, ya que la misma se 

incorpora sin retroalimentación negativa al interior de la célula aunque esto provoque 

una acumulación excesiva de nitrógeno. 
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Conclusiones y discusión 

En esta etapa del trabajo se utilizó una estrategia proteómica para encontrar 

proteínas involucradas en el metabolismo de alantoína en S. coelicolor. De esta manera 

se lograron identificar 6 proteínas con niveles aumentados en presencia de alantoína 

que están involucradas en dicha vía metabólica. Para esto nos basamos en la similitud 

de la secuencia aminoacídica con enzimas caracterizadas del metabolismo de alantoína 

en otros géneros bacterianos, además de corroborar la actividad de alguna ellas 

mediante experimentos bioquímicos. Las proteínas identificadas fueron: alantoicasa 

(Alc), malato sintasa (AceB1), glioxilato carboligasa (Gcl), tartronato semialdehído 

reductasa (GlxR), hidroxipiruvato isomerasa (Hyi) y ureidoglicolato liasa (Ugl).  

A partir de estos resultados y experimentos genéticos posteriores, se propuso 

una vía de degradación de alantoína en esta especie bacteriana. La misma involucra un 

primer paso de conversión de alantoína en alantoato mediado por la enzima AllB, que 

si bien no pudo ser detectada en el análisis proteómico, la expresión de la misma se 

estudió por RT-PCR; un segundo paso de formación de ureidoglicolato y urea a partir 

de alantoato por la enzima Alc y un tercer paso catalizado por la enzima Ugl de 

conversión de ureidoglicolato en glioxilato con liberación de una segunda molécula de 

urea. En este punto la vía se ramifica debido a que glioxilato es sustrato tanto de la 

enzima AceB1 y como de Gcl. AceB1 condensa acetil-CoA con glioxilato para formar 

malato que puede incorporarse en el metabolismo central, y Gcl forma tartronato 

semialdehído a partir de glioxilato. Este tartronato semialdehído puedo ser utilizado 

posteriormente por las enzimas GlxR o Hyi para dar glicerato o hidroxipiruvato, 

respectivamente. Las moléculas de urea generadas durante la degradación de 

alantoína son transformadas en amonio y CO2 por el complejo Ure. 

Para verificar los dos pasos principales de la vía, las proteínas AllB y Alc se 

estudiaron bioquímicamente, confirmando las actividades alantoinasa y alantoicasa 

respectivamente. Los parámetros cinéticos de las mismas mostraron valores similares 

a las encontradas en otras bacterias. AllB presentó un requerimiento de catión 

divalente como ha sido propuesto para otras enzimas alantoinasas [134]. Finalmente 

estudios genéticos permitieron demostrar que las enzimas AllB y Alc constituyen la 

única vía de degradación de alantoína en S. coelicolor. Por otro lado, también se 
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caracterizaron bioquímicamente las proteínas Hyi y GlxR, confirmando la actividad 

catalítica propuesta y determinándose los parámetros cinéticos de las mismas. 

Si bien la vía de degradación de alantoína ha sido caracterizada en otras especies 

bacterianas, el conjunto específico de enzimas involucradas en la misma varía 

considerablemente de un microorganismo a otro. Por ejemplo, las enzimas 

alantoinasa, ureidoglicolato liasa, malato sintasa, glioxilato carboligasa, tartronato 

semialdehído reductasa e hidroxipiruvato isomerasa están presentes en E. coli 

mientras que la enzima alantoicasa está presente en P. aeruginosa y B. cepacia [156, 

158]. Esta última enzima cataliza la degradación del ácido alantóico a ureidoglicolato y 

urea. Mientras que E. coli contiene una alantoato amidohidrolasa capaz de catalizar la 

conversión de alantoato a ureidoglicolato y amonio con liberación de CO2. Por otro 

lado, P. aeruginosa posee una enzima paráloga a AllB de E. coli, conocida con el 

nombre de PuuE [186].  

La enzima ureidoglicolato hidrolasa también presenta una proteína paráloga, la 

ureidoglicolato hidrolasa. La misma es característica de plantas y es capaz de catalizar 

la hidrólisis de ureidoglicolato en glioxilato pero con liberación de dos moléculas de 

amonio y CO2 en lugar de una molécula de urea [187]. Esta enzima ha sido 

ampliamente caracterizada en Arabidopsis thaliana [188]. 

Al igual que en S. coelicolor, E. coli presenta dos proteínas con actividad malato 

sintasa, las mismas se encuentran asociadas a dos metabolismos distintos. La enzima 

malato sintasa A es la proteína del ciclo del glioxilato mientras que la enzima malato 

sintasa G se asocia con el metabolismo de glicolato [189, 190]. Lo destacado en el caso 

de S. coelicolor, es que las dos enzimas malato sintasa presentan alta homología con la 

enzima malato sintasa A de E. coli a pesar de encontrarse asociadas a dos vías 

metabólicas diferentes. En este estudio se pudieron determinar parte de las enzimas 

específicas de la vía de degradación de alantoína en S. coelicolor, siendo la 

caracterización de esta vía la primera en realizarse en este importante género 

bacteriano. 

Con respecto al transporte de alantoína, el mismo ha sido caracterizado 

únicamente en S. cerevisiae. La proteína transportadora de esta molécula es codificada 

por el gen dal4 [191]. En S. coelicolor, existe una proteína homóloga que presenta un 

40 % de similitud con este transportador, la misma es codificada por el gen sco7500 y 
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podría ser la responsable de la incorporación de alantoína al interior celular en este 

género bacteriano. 

La alantoína ha sido utilizada historicamente como cicatrizante natural, fue 

descubierta a principios del siglo XX y sigue siendo  uno de los ingredientes más 

utilizados por la industria cosmética. Macalister la descubrió en 1912 como principal 

ingrediente activo de la raíz de consuela y posteriormente en 1935 fue aislada de 

animales y rápidamente incorporada en muchas formulaciones tanto farmacéuticas 

como cosméticas. Los beneficios del tratamiento por terapia larval de heridas durante 

la segunda guerra mundial se atribuyeron años más tarde a la excresión de alantoína 

por parte de estas larvas. La acción de la alantoína no se conoce con exactitud pero 

estaría asociada a la estimulación de la proliferación celular [192, 193]. 

Por otra parte, algunos estudios realizados en suelo sostienen que la presencia 

de alantoína en el mismo mejora la producción de algunos cultivos, como es el caso de 

los cultivares de arroz [72]. La alantoína producida y liberada por determinadas 

especies vegetales tiene un efecto estimulante de la germinación y el crecimiento de 

otras plantas [194, 195]. A su vez, esta molécula provoca cambios en la microflora del 

suelo e incrementa la diversidad microbiana del mismo [72]. Si esto es así, entonces el 

metabolismo de alantoína juega un rol interesante en el metabolismo celular, por lo 

que no llama la atención que exista una relación entre la degradación de alantoína y la 

producción de metabolitos secundarios en S. coelicolor. 

En referencia a esto, un resultado importante de esta etapa de trabajo fue que la 

cepa S. coelicolor M145 presentó una marcada disminución de la producción de 

antibióticos cuando se utilizó alantoína como fuente de nitrógeno para el crecimiento. 

Como se mencionó antes, la degradación de alantoína genera un compuesto 

carbonado (glioxilato) y otro nitrogenado (urea). Combinando experimentos 

metabólicos y genéticos se pudo establecer que la liberación de amonio intracelular 

generado por el catabolismo de la urea provoca la disminución de la producción de 

antibióticos. Este resultado fue corroborado mediante la construcción de la cepa 

mutante UreB- que no muestra liberación de amonio al medio extracelular y permite 

una producción normal de antibióticos durante el crecimiento en MM-GA. 

Varios estudios sostienen que los niveles de nitrógeno intracelular controlan 

diferentes vías metabólicas relacionadas con el metabolismo secundario [55]. En la 
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mayoría de los casos, el exceso de amonio provoca una disminución en la producción 

de antibióticos debido a la disminución de la expresión de las enzimas biosintéticas de 

los mismos [56, 196]. Por otro lado, también se propone que altas concentraciones de 

nitrógeno afectan a las enzimas que sintetizan los precursores para la síntesis de 

metabolitos secundarios. Si bien los mecanismos moleculares de esta regulación por 

nitrógeno no se conocen con exactitud hasta el momento, lo que si se ha demostrado 

es que se requiere de una limitación de nitrógeno para que se expresen de manera 

completa los genes de biosíntesis o se activen las enzimas necesarias para la 

producción de actinorhodina en S. coelicolor [197].  

La disponibilidad de nutrientes juega un rol central en la producción de 

metabolitos secundarios, no solo porque la restricción de algún nutriente limita el 

crecimiento sino también porque la falta del mismo tiene efectos metabólicos y 

regulatorios específicos. En este estudio se propone que el exceso de nitrógeno indica 

condiciones favorables de crecimiento, estimulándose el mismo en lugar de la 

producción de antibióticos. Como se traduce el exceso de nitrógeno en señales 

regulatorias que afectan la expresión del activador transcripcional de actinorhodina y 

que proteínas se encuentran involucradas en esta señalización será tema de estudios 

futuros. 

Por otro lado, el exceso de urea y amonio generado durante la degradación de 

alantoína sugiere una falta de represión catabólica de esta vía metabólica. Los cambios 

en la expresión de proteínas involucradas en la captación y asimilación de nitrógeno 

durante el crecimiento en alantoína observados en los experimentos de proteómica, 

junto con la alteración de los niveles de diferentes aminoácidos intracelulares bajo 

esas condiciones, se condicen con esta hipótesis. La regulación del metabolismo de 

nitrógeno no se conoce con exactitud en el género Streptomyces; se ha descripto 

recientemente la existencia de dos reguladores específicos del mismo conocidos como 

GlnR y GlRII, sin embargo, el mecanismo de molecular de acción sería distinto al 

caracterizado sistema de control Ntr de la familia Enterabacteriaceae [58]. Estos 

sistemas actúan en condiciones limitantes de nitrógeno mientras que lo que ocurría 

bajo exceso de nitrógeno no se conoce hasta el momento. 

Por otra parte, las proteínas del metabolismo de alantoína se han encontrado 

aumentados durante el fenómeno de muerte celular programada (MCP) en 



CAPÍTULO I 

105 
 

Streptomyces [3]. MCP es un mecanismo de supervivencia frente a condiciones de 

limitación de nutrientes, como la falta de nitrógeno, donde una parte de la población 

se sacrifica en pos de la supervivencia del resto. El fenómeno se caracteriza por la 

activación de nucleasas no específicas que degradan el ADN cromosomal 

completamente a nucleótidos libres que son liberados al medio y pueden ser utilizados 

por la población viva remanente como fuente de carbono y nitrógeno para el 

crecimiento. La activación de los genes del catabolismo de alantoína durante MCP 

podría estar indicando que  estos nucleótidos son también degradados a diferentes 

compuestos de carbono y nitrógeno, como urea y amonio, y liberados al medio como 

tales para ser captados por la población superviviente. Esto podría explicar entonces la 

ausencia de represión catabólica de la vía de degradación de alantoína por metabolitos 

nitrogenados, ya la activación de la misma representaría un fenómeno en respuesta a 

la limitación de nitrógeno. 

Los resultados obtenidos en esta etapa de trabajo no solamente contribuyen al 

conocimiento de una vía metabólica primaria como es la degradación de alantoína en 

S. coelicolor, sino que también denotan la importancia que tiene el metabolismo 

primario sobre la regulación del metabolismo secundario en este importante género 

bacteriano.  
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CAPÍTULO II 
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Identificación y caracterización del regulador del metabolismo de alantoína en S. 

coelicolor 

Corriente arriba de los genes allB-alc y cerca de aceB1, se encuentra el gen 

sco6246 cuyo producto proteico presenta un 40 % de similitud con la secuencia 

aminoacídica del regulador transcripcional negativo IclR de ciclo del glioxilato en E. 

coli. Por esta razón, esta proteína ha sido previamente propuesta como el regulador de 

la vía del glioxilato en S. coelicolor [198]. Sin embargo, el gen sco6246 también 

presenta un alto grado de similitud con la secuencia de aminoácidos del represor AllR 

de la vía de degradación de alantoína en E. coli (33 % de similitud). Debido a la cercanía 

a los genes allB, alc y aceB1 caracterizados en el Capítulo I que codifican para enzimas 

del catabolismo de alantoína, se planteó determinar si este gen (que de ahora en 

adelante llamaremos allR) codifica para la proteína regulatoria de la vía de la alantoína 

en S. coelicolor.  

Para comenzar con estos estudios, se aisló una mutante en el gen allR utilizando 

un cósmido que contenía una inserción transposónica en este gen. En este caso, la 

cepa mutante se seleccionó por resistencia a higromicina y sensibilidad a kanamicina, y 

la correcta interrupción del gen fue confirmada por PCR (ver materiales y metódos).  

A partir de esta cepa se analizó si la mutación presentaba efectos sobre el 

crecimiento y para esto se creció la cepa AllR- en medio mínimo suplementado con 

glucosa y casa aminoácidos (MM-GC). Como puede observarse en la Figura 26 A, la 

inactivación del gen allR no provoca efectos sobre el crecimiento en comparación con 

el crecimiento de la cepa parental S. coelicolor M145 en este mismo medio. Sin 

embargo, durante estos estudios se evidenció una marcada alteración en la producción 

de antibióticos de la cepa AllR- (Figura 26 B) que se tratará sobre el final de este 

capítulo.  
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A) 

 

B)  

 

 

 

 

Figura 26. A) Crecimiento de la cepa mutante AllR- y la cepa parental M145 en MM-GC. B) Producción de 

antibióticos de la cepa parental M145 y la cepa mutante AllR- en MM-GC. 

 

Posteriormente, se realizaron experimentos de proteómica  para determinar si 

los niveles de expresión de proteínas del metabolismo de alantoína se encontraban 

alterados en la mutante AllR-. Con este propósito, se comparó el proteoma de la cepa 

S. coelicolor  M145 y la mutante AllR- crecidas en medio MM-GC. Para esto se tomaron 

muestras de cultivos de estas cepas a dos tiempos de crecimiento (fase exponencial y 

estacionaria) y se prepararon extractos proteicos totales. Las proteínas fueron 

marcadas y analizadas mediante LC-MS como fue mencionado en el capítulo anterior. 

Este análisis proteómico permitió detectar e identificar más de 450 proteínas de las 

cuales 86 presentaron diferencias estadísticamente significativas entre la cepa M145 y 

la mutante AllR- (Tabla VIII). 

Como se puede evidenciar en la Tabla VIII, la mayoría de las proteínas 

previamente caracterizadas como enzimas involucradas en el catabolismo de alantoína 

en S. coelicolor presentaron un aumento en su expresión de más de 10 veces. Estos 

resultados junto con el alto porcentaje de similitud con el regulador transcripcional 

0,01

0,1

1

0 20 40 60 80

Lo
g 

p
ro

te
ín

a 
(m

g/
L)

Tiempo (h)

M145 

AllR-



CAPÍTULO II 

109 
 

negativo de la vía de la alantoína en E. coli, sugieren que gen allR codifica para 

regulador del metabolismo de alantoína en S. coelicolor. 

 

Tabla VIII. Proteínas del metabolismo de alantoína identificadas por proteómica cuya 

expresión se encontró alterada en la cepa AllR- con respecto a la cepa parental M145. 

 

Metabolismo de alantoína Función ra 24 h ra 46 h 

GlxR, SCO6205 
tartronato semialdeído 
reductasa 

28,93 35,38 

Hyi, SCO6206 hidroxipiruvato isomerasa 25,78 24,70 

Gcl, SCO6201 glioxilato carboligasa 18,96 13,55 

AceB1, SCO6243 malato sintasa 16,66 5,21 

SCO6204 catalasa 13,64 ND 

Alc, SCO6248 alantoicasa 2,91 1,54* 

Ugl, SCO2850 ureidoglicolato liasa 2,96 ND 
 

a: Relación de los niveles de expresión proteica AllR-/M145.  

*: P > 0.1. 

ND: no detectado. 

 

Al igual que en los estudios proteómicos previos, la proteína AllB no pudo ser 

detectada en este ensayo, sin embargo, la expresión transcripcional del gen allB en la 

mutante AllR- se estudió por PCR en tiempo real, estos resultados se muestran en la 

siguiente sección de este capítulo. 

El resto de las proteínas cuyos niveles de expresión se encontraron alterados en 

la mutante AllR- se muestran en la Tabla IX, estas proteínas fueron clasificadas como 

pertenecientes al metabolismo de carbono, nitrógeno, aminoácidos, purinas, ADN y 

transcripción, síntesis proteica, aminoazúcares y nucleótido azúcares, y lípidos. 
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Tabla IX. Proteínas del metabolismo de  carbono, nitrógeno, aminoácidos, purinas, ADN y 

transcripción, síntesis proteica, aminoazúcares y nucleótido azúcares, lípidos, y otras proteínas 

putativas identificadas por proteómica cuya expresión se encontró alterada en la cepa AllR- 

con respecto a la cepa parental M145. 

 

Metabolismo de purinas Función ra 24 h ra 46 h 

SCO5805 ribonucleotido reductasa 0,19 ND 

CysD, SCO6098 sulfato adenililtransferasa ND 0,62 

    

Metabolismo de nitrógeno Función ra 24 h ra 46 h 

GlnA, SCO2198 glutamina sintetasa I 0,30 ND 

GlnII, SCO2210 glutamina sintetasa II 0,16 3,97 

GluB, SCO5776 
proteína periplasmática de 
unión a glutamato 

ND 0,16 

    

Metabolismo de aminoácidos Función ra 24 h ra 46 h 

SerA, SCO5515 
3-D-fosfoglicerato 
deshidrogenasa 

0,61 3,11 

IlvC, SCO5514 
acetolactato sintasa 
subunidad pequeña 

ND 0,36 

SahH, SCO3023 adenosilhomocisteinasa ND 0,16 

AroB, SCO1494 3-dehidroquinato sintasa ND 2,15 

SCO5520 
delta-1-pirrolina-5-
carboxilato deshidrogenasa 

ND 0,64 

    

Metabolismo de carbono Función ra 24 h ra 46 h 

SCO2951 malato oxidoreductasa 3,86 1,46 

SCO5281 
2-oxoglutarato 
deshidrogenasa 

0,49 ND 

Ppc, SCO3127 
fosfoenolpiruvato 
carboxilasa 

0,49 ND 

Gap, SCO1947 
gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa 

2,65 4,25 

SCO2180 
dihidrolipoamida 
deshidrogenasa 

0,43 
 

Idh, SCO7000 isocitrato deshidrogenasa ND 5,73 

PurA, SCO3629 adenilsuccinato sintasa ND 2,41 

SucC, SCO4808 
succinil-CoA sintasa cadena 
beta 

ND 1,82 

CitA, SCO2736 citrato sintasa ND 1,81 

Glk, SCO2126 glucokinasa ND 0,30 

Gap2, SCO7511 gliceraldehído-3-fosfato ND 4,69 
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deshidrogenasa 

    
Metabolismo de amino azúcares y 
nucleótido azúcares 

Función ra 24 h ra 46 h 

SCO3122 
UDP-N-acetilglucosamina 
pirofosforilasa 

ND 0,32 

SCO0379 catalasa 0,08 0,06 

SCO4881 
proteína de biosíntesis de 
polisacárido 

ND 0,11 

    

Metabolismo de DNA y transcripción Función ra 24 h ra 46 h 

Tuf1, SCO4662 factor de elongación TU-1 1,94 1,78 

Tsf, SCO5625 factor de elongación Ts ND 3,27 

Hup, SCO2950 proteína de unión a DNA Hu ND 5,11 

    

Síntesis de proteínas Función ra 24 h ra 46 h 

SCO4734 proteína ribosomal 50S 2,23 ND 

RpsA, SCO1998 proteína ribosomal 30S 2,92 2,40 

RplL, SCO4653 proteína ribosomal 50S 2,69 ND 

RspG, SCO4660 proteína ribosomal 30S ND 8,22 

RplT, SCO1598 proteína ribosomal 50S ND 7,07 

RpsH, SCO4716 proteína ribosomal 30S ND 4,67 

RplP, SCO4709 proteína ribosomal 50S ND 4,05 

RplI,SCO3909 proteína ribosomal 30S ND 3,86 

RpoA, SCO4729 RNA polimerasa cadena alfa ND 0,61 

RspL, SCO4659 proteína ribosomal 30S ND 0,54 

    

Metabolismo de lípidos Función ra 24 h ra 46 h 

AccA2, SCO4921 acil-CoA carboxilasa ND 2,31 

    

Otras proteínas Función ra 24 h ra 46 h 

SCO5074 proteína hipotética 0,12 ND 

SCO4761 chaperona 10kD 0,28 ND 

SCO3767 proteína hipotética 0,25 ND 

SCO0494 
lipoproteína de unión a 
sideroforo de hierro 

0,28 ND 

terD, SCO0641 
proteína de resistencia a 
telurium 

0,43 0,21 

groEL2, SCO4296 chaperona 2,51 ND 

SCO6009 
proteína periplasmática de 
unión 

3,43 ND 

SCO1080 proteína hipotética 6,20 4,06 

SCO2396 proteína hipotética 19,59 7,27 
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SCO2780 proteína de secreción ND 4,56 

SCO3899 proteína hipotética ND 4,11 

SCO1480 proteína hipotética ND 3,89 

GroES, SCO4761 chaperona ND 15,68 

SCO6282 oxidoreductasa ND 3,06 

BldKB, SCO5113 
lipoproteína transportador 
ABC 

ND 1,76 

GroEL1, SCO4762 chaperona ND 1,55 

SCO1296 proteína hipotética ND 0,67 

SCO3717 transporte de cationes ND 0,59 

SCO2127 proteína hipotética ND 0,56 

SCO3793 proteína hipotética ND 0,56 

SCO4228 
proteína regulatoria de 
transporte de fosfato 

ND 0,54 

SCO5646 lipoproteína de unión ND 0,51 

SCO2999 proteína hipotética ND 0,42 

SCO1355 serin proteasa de secreción ND 0,41 

SCO1630 proteína de membrana ND 0,26 

SCO0472 proteína de secreción ND 0,23 

SCO3542 
proteína de membrana con 
actividad quinasa 

ND 0,20 

SCO5590 proteína hipotética ND 0,18 

SCO4812 proteína de membrana ND 0,17 

SodF2, SCO0999 superóxido dismutasa ND 0,15 

PstS, SCO4142 proteína de unión a fosfato ND 0,15 

SCO1089 proteína hipotética ND 0,14 

SCO5074 proteína hipotética ND 0,14 

SCO6431 proteína hipotética ND 0,11 

SCO1647 proteína hipotética ND 0,11 

SCO6159 
regulador transcripcional de 
la familia GntR 

ND 0,20 

GlgX2, SCO5456 glicosil hidrolasa ND 0,14 

SCO7682 
sintasa de péptido no 
ribosomal 

ND 0,12 

CypH, SCO7510 
peptidil-prolil cis-trans 
isomerasa 

ND 16,89 

ActVA3, SCO5078 proteína hipótetica 0,80 ND 

SCO6282 oxidoreductasa 6,74 ND 

  

a: Relación de los niveles de expresión proteica AllR-/M145 (P < 0,1). 

ND: no detectado. 
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Estudios transcripcionales de los posibles blancos de AllR 

Para corroborar los resultados anteriores y determinar si los niveles de expresión 

de los genes de la vía de alantoína estaban alterados en la cepa mutante AllR-, se 

realizaron estudios mediante fusiones transcripcionales con genes reporteros a los 

promotores de estos genes. Para esto se construyeron una serie de cepas de S. 

coelicolor M145 y AllR- que contienen una integración ectópica del gen reportero que 

codifica para la catecol dioxigenasa (xylTE) bajo el control del promotor de los genes: 

aceB1, allR, allB y hyi. Previo a esto se realizó un estudio in silico de la secuencia 

corriente arriba de cada gen para poder identificar una posible ubicación de su 

promotor usando el programa Softberry (www.softberry.com).  

La expresión del gen reportero en cada cepa se determinó midiendo la actividad 

catecol dioxigenasa a partir de extractos proteicos totales preparados de cultivos 

crecidos 24 horas en MM-GC. Los resultados obtenidos muestran un aumento de la 

expresión de todos los promotores estudiados en ausencia del gen funcional allR 

(Figura 27). Como control de este experimento se construyeron dos cepas derivadas de 

S. coelicolor M145 y AllR- que contienen una integración ectópica del gen reportero 

XylTE sin promotor. En ambos casos no se detectó actividad catecol dioxigenasa (datos 

no mostrados). Estos resultados sugieren que AllR estaría reprimiendo su propia 

expresión y la de los genes aceB1, allB y hyi en medio MM-GC.  
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Figura 27. Análisis de expresión mediante fusiones trasncripcionales con el gen reportero de catecol 

dioxigenasa.  
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Debido a que la proteína AllB no pudo ser detectada en los estudios de 

proteómica y para corroborar de manera alternativa que AllR es una proteína 

represora de los genes aceB1, allB y alc, realizamos un estudio transcripcional de los 

mismos mediante RT-PCR. Para esto se creció la cepa S. coelicolor M145 y la mutante 

AllR- en MM-GC, se tomaron muestras de cultivos a 24 horas de crecimiento y se 

realizó una extracción de ARN total en cada caso. El mismo fue retrotranscripto y 

analizado por PCR en tiempo real utilizando los oligos correspondientes (Tabla III). Los 

resultados de estos experimentos mostraron que el gen aceB1 presenta un aumento 

de expresión de 43,32 ± 7,50, el gen allB un aumento de 2,60 ± 0,64 veces  y el gen alc 

un aumento de  4,20 ± 0,94 en la mutante AllR- comparado con la cepa parental M145 

(Figura 28). 

Esto permitió corroborar los resultados obtenidos en los experimentos de 

proteómica y los ensayos de fusiones transcripcionales con el gen reportero catecol 

dioxigenasa. 

 

 

 

Figura 28. Análisis trancripcional por PCR en tiempo real de la expresión de los genes aceB1, allB y alc  

en la cepa AllR- comparado con la cepa M145 a 24 horas de crecimiento en MM-GC.  

  

Unión del regulador AllR al ADN 

Los resultados anteriores sugieren que la proteína AllR reprime su propia 

expresión y la de los genes aceB1, allB y hyi. Para determinar si AllR se une 

directamente a los promotores de estos genes, se realizaron ensayos in vitro de 
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ADN correspondientes a las posibles regiones promotoras, según los estudios in silico 

antes mencionados, de dichos genes. 

Con este fin, el gen allR fue amplificado por PCR, clonado en el vector pET28a 

(pLN02 Tabla II) y expresado como proteína de fusión a seis residuos de histidina en la 

cepa E. coli BL21.  

El regulador AllR de S. coelicolor pertenecería a la familia de reguladores IclR, 

esta familia se caracteriza por la presencia de un dominio HTH de unión a ADN en el 

extremo N-terminal de la secuencia aminoacídica. Por esta razón se eligió eliminar los 

residuos de histidina que podrían afectar la unión del regulador a los fragmentos de 

ADN. La purificación se realizó por cromatografía de afinidad en una columna de Ni+2-

Agarosa, y la elución final se realizó mediante un corte con enzima trombina, este 

tratamiento permitió eluir la proteína recombinante sin la fusión a los residuos 

histidina. La pérdida de los residuos de histidina se corroboró mediante un Western 

Blot con anticuerpos anti-His (Figura 29).   

 

 

 

Figura 29. SDS-PAGE y Western Blot realizados durante la purificación de AllR. E1 y E2 corresponden a la 

elución con 80 y 100 mM de imidazol, respectivamente, C3h y C16h corresponden a los cortes de 3 y 16 

horas con enzima trombina, respectivamente, y SC corresponde al eluído inicial luego de la primera 

siembra de la columna (ver materiales y métodos). 

 

Los fragmentos de ADN utilizados en estos ensayos fueron obtenidos por PCR y 

corresponden a las posiciones: -255 a -1 relativo al sitio de inicio de la traducción del 

gen allB (PallR-allB, los promotores putativos de estos genes se encuentran en la 

misma región intergénica pero en direcciones opuestas); -184 a -1 relativo al sitio de 

inicio de la traducción del gen aceB1 (PaceB1); -156 a -1 relativo al sitio de inicio de la 

traducción del gen hyi (Phyi). Estos fragmentos de ADN se incubaron con 

concentraciones crecientes de AllR en un buffer de unión adecuado y se sembraron 
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posteriormente en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes para la separación 

electroforética (materiales y métodos).  

 Los resultados que se observan en la Figura 30 A demuestran que AllR es capaz 

de unirse y alterar la movilidad electroforética de los tres fragmentos de ADN 

analizados. Para estudiar la especificidad de estos corrimientos, se realizaron ensayos 

de competencia para cada sonda utilizando un exceso de 50 y 100 veces de ADN 

específico e inespecífico. La Figura 30 B muestra la la especificidad de unión de AllR a 

los fragmentos de ADN estudiados. 

 

A) 

 

 

B) 

 

 

 

Figura 30. A) Ensayos de retardo en gel utilizando concentraciones crecientes de AllR y fragmentos de 

ADN correspondientes a los promotores PaceB1, PallR-allB y Phyi. B) Ensayo de competencia utilizando 

cada una de las sondas: ADN específico 50 X (1), ADN específico 100 X (2), ADN inespecífico 50 X (3) y 

ADN inespecífico 100 X (4). 
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En el caso del fragmento de ADN correspondiente a PallR-allB se observa la 

formación de un primer complejo AllR-ADN y luego a mayor concentración de AllR, la 

formación de un segundo complejo. La aparición de este segundo complejo podría 

deberse a la unión de más de una molécula de regulador a la sonda PallR-allB, tal vez 

de manera cooperativa. Este efecto no se observó con el resto de los fragmentos 

ensayados. 

 

Identificación del sitio de unión de AllR  

Como continuación de los estudios anteriores, se planteó identificar el sitio 

específico de unión del regulador AllR al ADN. Para esto se llevaron a cabo 

experimentos de protección a la digestión con la nucleasa DNAasaI en presencia y 

ausencia de AllR utilizando como sitio blanco las regiones promotoras putativas de los 

genes allB y aceB1. La cantidad de proteína utilizada en estos ensayos se eligió en base 

a los resultados de los ensayos de retardo en gel anteriores.  

Los fragmentos de ADN PallR-allB y PaceB1 marcados radioactivamente se 

incubaron con concentraciones crecientes de AllR en buffer de unión, luego los mismos 

se digirieron con DNAasa I y finalmente se sembraron en geles de poliacrilamida 

desnaturalizantes para la separación electroforética (ver materiales y métodos). 

Como se observa en la Figura 31 A, existe una única región de protección a la 

nucleasa para cada promotor ensayado en presencia de AllR y no se observaron 

regiones de hipersensibilidad. Para determinar la secuencia nucleotídica de la región 

protegida se corrió junto con las reacciones de protección una reacción de secuencia 

utilizando como molde los promotores de PallR-allB o PaceB1 según corresponda. 

El análisis de cada una de estas regiones protegidas muestra la presencia de una 

repetición invertida  que está altamente conservada en las regiones promotoras de 

genes ortólogos en otras especies de Streptomyces (Figura 31 B). A su vez, estas 

secuencias fueron analizadas utilizando la herramienta bioinformática MEME, 

detectándose una secuencia pseudo-palindrómica de 15 pb [147] (Figura 31 C). 

La repetición invertida encontrada en estos experimentos también está presente 

en la región promotora del gen hyi, lo cual confirma el resultado obtenido en el ensayo 

de retardo en gel. 
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A su vez, una secuencia muy similar a la repetición invertida identificada se 

encuentra en la región promotora del gen gcl, aunque se necesitarían ensayos de 

retardo en gel para corroborar la unión específica del regulador AllR a este promotor 

(Figura 31 C). El resto de los genes de la vía de degradación de alantoína caracterizados 

en el capítulo I, ureB, ugl y glxR, no presentan la secuencia invertida de unión de AllR 

identificada en estos estudios en sus regiones promotoras putativas. 

 

A)                                                     B)      

 

 

 

 

 

 

C) 

 

 

 

Figura 31. A) Ensayos de protección con DNAasa I utilizando PaceB1 y PallR-allB como sondas. B) 

Alineamiento de las secuencias protegidas y logo obtenido a partir de la herramienta online MEME 

(Nucleic Acids Res. 2006 MEME: discovering and analyzing DNA and protein sequence motifs Timothy L. 

Bailey, Nadya Williams, Chris Misleh, and Wilfred W. Li). C) Alineamiento con las regiones promotoras 

putativas de los genes hyi y gcl. 

 

Estos análisis muestran que la región protegida en cada uno de los promotores 

ensayados presenta mayor longitud (35 pb para PaceB1 y 40 bp para PallR-allB) que la 

secuencia pseudo-palindrómica encontrada de 15 pb. Esto podría deberse a que la 

unión del regulador a estas regiones específicas provoca un impedimento espacial para 
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la entrada de la DNAasa I protegiendo entonces una región más amplia de DNA o bien 

que se produzca la unión de más de una molécula de regulador a cada región, 

formándose una estructura oligomérica y  generándose un impedimento espacial para 

la entrada de la DNAasa I [199]. Esto último podría provocar la formación de un 

segundo complejo de mayor movilidad electroforética como se observó para la sonde 

PallR-allB (Figura 32). Si bien se trataron de realizar estudios de estado oligomérico del 

regulador AllR mediante técnicas de filtrado por tamiz molecular, los resultados 

obtenidos no permitieron concluir acerca de la estructura cuaternaria de esta proteína. 

Para verificar la secuencia específica de unión de AllR al ADN, se realizaron 

ensayos de retardo en gel utilizando sondas correspondientes a la región protegida en 

PallR-allB pero que presentaban modificaciones en las regiones de repetición 

invertida.  

Para esto se sintetizaron oligonucleótidos de 40 pb cada uno para ambas hebras 

los cuales fueron hibridizados (formación de la doble hebra) antes de hacer los ensayos 

de retardo. Primeramente, se demostró que AllR era capaz de retardar un fragmento 

de 40 pb correspondiente al sitio protegido de la digestión con nucleasa (Figura 32). 

Luego se ensayaron con sondas que presentaban los siguientes cambios en las 

repeticiones invertidas: TTCC por ACTG y GGAA por ATTG, o ambos cambios juntos en 

el mismo fragmento. Como se muestra en la Figura 32, las tres modificaciones 

ensayadas mostraron un efecto sobre la unión del regulador AllR a los fragmentos de 

ADN, sin embargo, ninguna de ellas fue capaz de inhibir completamente la unión.  

 

 

Figura 32. Ensayos de retardo en gel utilizando sondas de 40 pb correspondientes a la región protegida 

de digestión por nucleasa de PallR-allB  con diferentes mutaciones en las regiones invertidas. 
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Estudio de efectores del regulador AllR 

Para determinar cuál/es metabolitos podrían estar modificando la unión del 

regulador AllR de S. coelicolor al ADN se llevaron a cabo ensayos de retardo en gel 

agregando a las mezclas de reacción concentraciones crecientes de los agentes que se 

disponían en el laboratorio como ser: alantoína, alantoato, glioxilato, priruvato, urea, 

xantina. Los mismos se eligieron por ser sustratos o productos de la vía de degradación 

de alantoína. Una concentración fija de AllR, correspondiente a la formación de un 50 

% de complejo AllR-ADN, se incubó previamente con las moléculas en estudio en 

buffer de unión y luego se agregaron los fragmentos de ADN PallR-allB y Phyi marcados 

radioactivamente. La separación electroforética se realizó en geles de poliacrilamida 

no desnaturalizantes.  

Como se puede observar en la Figura 33, el agregado de alantoína no tiene 

efecto sobre la unión de AllR a los fragmentos de ADN probados para ninguna de las 

concentraciones ensayadas. Por otro lado, la presencia de glioxilato si presentó un 

efecto sobre la unión proteína-ADN a altas concentraciones pero únicamente cuando 

se utilizó PallR-allB como sonda. En el caso de Phyi tal vez se necesiten mayores 

concentraciones de glioxilato para observar un efecto sobre la unión de AllR. El 

agregado de alantoato también presentó un efecto sobre la unión del regulador AllR al 

ADN, en este caso, para ambas sondas ensayadas. La presencia de este compuesto 

provocó una marcada disrupción del complejo AllR-ADN. Estos resultados estarían 

sugiriendo que alantoato sería un modulador positivo de la vía de degradación de 

alantoína en S. coelicolor.  
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Figura 33. Ensayos de retardo en gel utilizando sondas correspondientes a los  promotores PallR-allB y 

Phyi a una concentración fija de AllR y con el agregado de concentraciones crecientes de alantoína, 

glioxilato, xantina, urea y alantoato. 
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Efecto de la mutación allR sobre la producción de ATBs 

Durante el crecimiento de la cepa AllR- en MM-GC se pudo evidenciar una 

alteración en la producción de antibióticos de esta cepa mutante. A simple vista se 

observaba la falta de color azul característico de la liberación de actinorhodina al 

medio en fase estacionaria de crecimiento (Figura 26 B y 34 A). Para corroborar esta 

observación se cuantificó la producción de undecilprodigiosina y actinorhodina en 

comparación con los valores obtenidos para la cepa parental S. coelicolor M145 (Figura 

34). Si bien los niveles de ambos antibióticos se encontraron disminuidos, la 

producción de actinorhodina se observó más afectada en la mutante AllR-. 

Para verificar que este efecto se debía a la inactivación del gen allR, la cepa AllR- 

se complementó con una copia funcional del gen allR bajo el control de su propio 

promotor integrada en el sitio фBT1 [132]. La Figura 34 A muestra que efectivamente 

el fenotipo de la mutante se revierte con esta complementación.  

 

A) 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. A) Producción de antibióticos en las cepas M145, AllR- y AllR-/allR en MM-GC. La cepa AllR-

/allR corresponde a la cepa AllR- complementada con una copia funcional del gen allR. B) Cuantificación 

de la producción de undecilprodigiosina y actinorhodina de las cepas M145, AllR- y AllR-/allR a 60 y 72 

horas de crecimiento en MM-GC, respectivamente. Las letras a y b  denotan diferencias 

estadísticamente significativas aplicando Test de Student (P < 0,1). 
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Esta disminución en la producción de antibióticos en la mutante AllR- podría 

deberse a la falta de los precursores (acetil-CoA) necesarios para la biosíntesis de los 

mismos, o bien a una disminución de los precursores (ATP y GTP) para generar la 

molécula señal de fase estacionaria (p)ppGpp que afecta la expresión de los genes de 

biosíntesis de antibióticos. 

Estas hipótesis se basan en los datos proteómicos de la cepa mutante, ya que la 

inactivación del represor AllR provoca un aumento de la expresión de las proteínas de 

degradación de alantoína incluida la enzima AceB1 que utiliza acetil-CoA para la 

síntesis de malato. De esta manera el aumento de los niveles de esta enzima en la 

mutante AllR- podría afectar los niveles de acetil-CoA intracelular para la síntesis de 

actinorhodina (Figura 35).  

Por otro parte, la vía de degradación de alantoína es la etapa final de 

degradación de purinas por lo tanto, el aumento en los niveles de las proteínas de esta 

vía metabólica podrían estar afectando los niveles de ATP y GTP intracelular. Estas 

moléculas además de ser la fuente energética más importante de la célula, son 

precursores para la síntesis de (p)ppGpp. El (p)ppGpp es una molécula señalizadora 

esencial para la respuesta astringente y para la activación de los reguladores 

específicos de la biosíntesis de antibióticos (Figura 35). Si esto fuera cierto, el 

crecimiento de esta cepa también debería encontrarse afectado, sin embargo, este 

fenómeno no se observó durante los estudios realizados previamente (Figura 26). 
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Figura 35. La disminución de los niveles de acetil-CoA o de molécula señalizadora (p)ppGpp podrían 

estar afectando la producción de antibióticos en la mutante AllR-. 

 

Hipótesis sobre la disponibilidad del acetil-CoA 

Para verificar las hipótesis planteadas realizamos los siguientes experimentos 

fisiológicos y genéticos. Si el efecto se debe a la falta de precursores como el acetil-

CoA, esto también podría afectar otros procesos celulares que utilizan este mismo 

precursor como ser la síntesis de ácidos grasos y por lo tanto la síntesis de TAGs.  

Es por esto que nos propusimos determinar los niveles de TAGs acumulados por 

esta cepa. Para esto se crecieron las cepas AllR- y M145 en MM-GC y se tomaron 

muestras de los cultivos a 20, 36 y 45 horas de crecimiento. Las células se 

centrifugaron, liofilizaron y los ácidos grasos totales fueron extraídos con solventes 

orgánicos y posteriormente separados por TLC. Los TAGs fueron revelados por tinción 

con cobre fosfórico y calor [9]. 

Como se puede observar en la Figura 36, la acumulación de TAGs no se 

encuentra afectada en la mutante AllR- a ninguno de los tiempos analizados. Estos 

experimentos estarían indicando que existe cantidad suficiente de acetil-CoA para la 

síntesis de TAGs, lo cual sugiere que la disponibilidad de este precursor no sería la 

causa de la disminución de la producción de antibióticos en la mutante AllR-. Sin 

embargo, también podría ocurrir que los niveles de acetil-CoA se encuentren 
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verdaderamente afectados pero los mismos sean direccionados para la síntesis de 

TAGs o de fosfolípidos de membrana celular priorizando el crecimiento celular, y 

afectándose solamente la síntesis de antibióticos. 

 

 

 

Figura 36. Cromatografía de capa delgada de ácidos grasos totales de las cepas M145 y AllR- a 20, 36 y 

45 horas de crecimiento en MM-GC. Triacilglicéridos (TAG), ácidos grasos libres (FA), diacilglicéridos 

(DAG), monoacilglicéridos (MAG) y fosfolípidos (FL). 

 

Finalmente para poder descartar que el aumento en los niveles de AceB1 pudiera 

estar condicionando los niveles de acetil-CoA o alguna alteración metabólica en la cepa 

AllR-, se planteó construir una mutante en el gen aceB1 a partir de la mutante AllR-. 

Para la construcción de esta cepa se utilizó la cepa AllR- y el cósmido correspondiente 

para la disrupción por inserción transposónica del gen aceB1 utilizado anteriormente 

(Capítulo I). 

Una vez obtenida la cepa AllR- AceB1- se determinó la producción de antibióticos 

en medio MM-GC. La cuantificación de los niveles de undecilprodigiosina y 

actinorhodina se realizó a 60 y 72 horas de crecimiento. Al comparar los niveles de 

producción de la cepa AllR- AceB1-  con los de las cepas M145 y AllR-, se evidenciaron 

valores muy similares a los de la cepa AllR- (Figura 37). Este resultado permite 

descartar la hipótesis que el aumento en los niveles de AceB1 provoca la disminución 

de la producción de los antibióticos. 



CAPÍTULO II 

127 
 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

U
n

d
e

ci
lp

ro
d

ig
io

si
n

a 
(m

g/
m

L)

M145

AllR

AllR - AceB1-

-

a

b
b

0

2

4

6

8

10

A
ct

in
o

rh
o

d
in

a 
(m

g/
m

L)

M145

AllR

AllR - AceB1-

-

a

b

b

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Cuantificación de undecilprodigiosina y actinorhodina de las cepas M145, AllR- y AllR- AceB1- a 

60 y 72 horas de crecimiento en MM-GC, respectivamente. Las letras a y b  denotan diferencias 

estadísticamente significativas aplicando Test de Student (P < 0,1). 

 

Hipótesis sobre la expresión de los genes de biosíntesis de antibióticos 

La segunda hipótesis plantea que la disminución de la producción de los mismos 

podría deberse a la disminución de la expresión de los genes de biosíntesis de 

antibióticos mediado por los activadores transcripcionales, provocada por una 

alteración de los niveles de la molécula señalizadora (p)ppGpp. 

Para evaluar esto, se estudió la expresión del activador específico para 

actinorhodina, ActIIORF4. De esta manera se preparó ARN total a partir de cultivos de 

la cepa mutante AllR- y de la cepa parental M145 crecidas 46 horas en MM-GC. Estos 

ARNs se retrotranscribieron y analizaron por PCR en tiempo real utilizando los oligos 

correspondientes (Tabla III). La expresión del gen actIIORF4 se encontró 97 veces 

disminuida en AllR- con respecto a la cepa parental M145 (la relación de expresión AllR-

/M145 fue 0,033 ± 0,008). Este resultado indica la inactivación de allR provoca una 

alteración metabólica que afecta la expresión del regulador ActIIORF4 y 

consecuentemente la biosíntesis de actinorhodina.  

Si bien no se determinó la expresión del gen redD, esperaríamos observar el 

mismo efecto en este activador como causa de la disminución de la producción de 

undecilprodigiosina. 

Finalmente para verificar si el aumento en los niveles de proteínas de la vía de 

alantoína de la cepa AllR- genera una modificación en los niveles de purinas que 
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puedan afectar la síntesis de (p)ppGpp, se aislaron nuevas mutantes en los genes allB y 

alc de la vía de degradación de alantoína a partir de la cepa AllR-. Esta idea plantea que 

si uno bloquea la vía de degradación de alantoína se debería frenar la degradación de 

purinas. Para la construcción de estas cepas mutantes, no se pudieron utilizar los 

cósmidos conteniendo las inserciones transposónicas anteriormente mencionados, 

posiblemente debido a la baja eficiencia de la recombinación homóloga para 

fragmentos pequeños (entre los genes allR-allB).  

Es por esto que para esta construcción se utilizó una estrategia diferente. 

Primero se construyó un plásmido suicida movilizable que contenía los genes allR y alc. 

Esta construcción contiene una deleción del promotor bidireccional PallR-allB y una 

deleción del gen allB. Este plásmido se transfirió por conjugación a la cepa AllR- (HygR) 

y mediante un doble evento de recombinación se aisló una cepa sensible a los 

antibióticos apramicina e higromicina que llamamos ∆P-AllB (Figura 38 A). 

La construcción de la cepa ∆P-AllB fue analizada por la técnica de Southern Blot. 

Para esto, se obtuvieron cantidades suficientes de DNA genómico de las cepas M145, 

AllR- y ∆P-AllB que se cortaron con la enzima de restricción NotI, observándose el 

correcto patrón de digestión (Figura 38 B).  

Debido a que esta cepa lleva la deleción en el promotor bidireccional PallR-allB y 

el gen allB, la expresión de los genes allR y alc debería encontrarse afectada (Figura 12 

A). Esto fue verificado mediante determinación de RNAm por RT-PCR semicuantitativa. 

Para esto se aisló RNA total de la cepa ∆P-AllB y M145, se obtuvo ADNc y se realizó una 

PCR con los oligos correspondientes (Tabla III) (Figura 38 C). 
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C) 

 

 

Figura 38. A) Estrategia utilizada para la obtención por doble evento de recombinación de la cepa ∆P-

AllB. B) Autoradiografía de Southern Blot y esquema de restricción con enzima Not I para las cepas 

M145, AllR-, resultante del simple evento de recombinación y ∆P-AllB. C) PCR semicuantitativa donde las 

calles 1, 3, 5 y 7 corresponden a M145 ADNc, y las calles 2, 4, 6, y 8 corresponden a ∆P-AllB ADNc. Los 

oligos utilizados fueron RTallRL y RTallRR, RTallBL y RTallBR, RTalcL y RTalcR para los genes allR, allB y 

alc respectivamente.  

 

Para analizar la producción de antibióticos de la cepa ΔP-AllB, la misma se creció 

en MM-GC y se tomaron muestras a 60 y 72 horas de crecimiento. Al cuantificar los 

niveles de producción de undecilprodigiosina y actinorhodina, los mismos se 

encontraron muy similares a los de la cepa AllR- (Figura 13 A). 

Estos resultados permiten descartar la hipótesis de que un aumento en los 

niveles de expresión de AllB-Alc podría provocar un efecto en los niveles de purinas y 

así una disminución de (p)ppGpp como causa de la disminución de la producción de 

antibióticos en la cepa AllR-. 

Para corroborar estos estudios, se realizó la complementación de la cepa ∆P-AllB 

con una copia funcional de los genes allB y alc bajo el control de su propio promotor y 

por otro lado, con una copia funcional del gen allR bajo el control de su promotor 

(pLN09 y pJM12, Tabla II). El fenotipo de producción de antibióticos se revirtió 

únicamente con la introducción de una copia funcional del gen allR en la mutante ∆P-

AllB, verificando el resultado obtenido (Figura 39 B). 

Como parte de los estudios fenotípicos de esta cepa mutante, también se 

estudió el crecimiento de la misma en medio con alantoína como única fuente de 
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nitrógeno (MM-GA) para verificar que la misma no sea capaz de crecer en el mismo 

debido a la ausencia de las enzimas AllB y Alc (Figura 39 C). 
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Figura 39. A) Cuantificación de la producción de undecilprodigiosina y actinorhodina a 60 y 72 horas de 

crecimiento en MM-GC respectivamente. Las letras a y b  denotan diferencias estadísticamente 

significativas aplicando Test de Student (P < 0,1). B) Producción de antibióticos en medio mínimo 

suplementado con acetato y casa aminoácidos de las cepas M145, AllR-, ∆P-AllB, y las cepas 

complementadas ∆P-AllB/allR y ∆P-AllB/allB-alc. Se eligió este medio sólido debido a que la producción 

de antibióticos se observa más claramente que en MM-GC sólido. C) Crecimiento de la cepa ∆P-AllB en 

MM-GA comparado con el crecimiento de la cepa parental M145. 
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Por otro lado, si bien no fue planteado como hipótesis inicialmente, estos 

resultados también permiten descartar que la disminución de la producción de 

antibióticos se deba un aumento en los niveles de amonio intracelular que afecte la 

expresión de los activadores transcripcionales específicos de la biosíntesis, como se 

determinó en el Capítlulo I de este trabajo.  

 

Reversión del fenotipo de la mutante AllR- 

Debido a que las hipótesis anteriores resultaron incorrectas, en esta etapa del 

trabajo se planteó una nueva estrategia basada en los estudios proteómicos. Estos 

estudios muestran el aumento en los niveles de expresión de otras proteínas de la vía 

de la alantoína. Por esta razón, nos planteamos buscar si la inactivación de otras 

proteínas de la vía era capaz de revertir el fenotipo de producción de antibióticos en la 

mutante AllR-. La finalidad de esto fue encontrar el gen cuyo aumento de expresión 

por ausencia del represor AllR es responsable de la disminución en la producción de 

antibióticos.  

De esta manera, se construyeron dos nuevas mutantes AllR-Gcl- y AllR-Hyi- 

utilizando nuevamente la metodología de inserción transposónica y partiendo de la 

cepa AllR- (HygR). La correcta construcción de estas cepas fue corroborada por PCR 

utilizando los oligos correspondientes (Tabla III). 

La Figura 40 A y B muestra que únicamente la mutante AllR- Hyi- fue capaz de 

recuperar el fenotipo parental de producción de antibióticos mientras que la mutante 

AllR- Gcl-  presentó un fenotipo de producción de antibióticos similar a la cepa AllR-.  

Este resultado indica que el aumento de la actividad enzimática de la proteína 

Hyi es capaz de generar un cambio metabólico que afecta la producción de antibióticos 

en la cepa AllR-. Para verificar este resultado, la cepa AllR-Hyi- se complementó con una 

copia funcional del gen hyi bajo el control de su propio promotor y se cuantificó la 

producción de antibióticos. A su vez, también se obtuvo una mutante simple en el gen 

hyi, en este caso se observó un aumento significativo de la producción de tanto de 

actinorhodina como de undecilprodigiosina, lo que resulta de interés para una futura 

manipulación genética con el objetivo de aumentar la producción de antibióticos en S. 

coelicolor  (Figura 40 B). 
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Figura 40. A) Producción de antibióticos en las cepas M145, AllR-, AllR-/allR y AllR-Hyi-/hyi  en MM-GC. 

Las cepas AllR-/allR y AllR-Hyi-/hyi corresponden a la cepa AllR- y AllR-Hyi- complementadas con una copia 

funcional del gen allR y hyi, respectivamente. B) Cuantificación de la producción de undecilprodigiosina 

y actinorhodina a 60 y 72 horas de crecimiento en MM-GC respectivamente. Las letras a, b, c y d 

denotan diferencias estadísticamente significativas aplicando Test de Student (P < 0,1). 
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Este resultado estaría indicando que el producto de la enzima Hyi, 

hidroxipiruvato, o algún derivado metabólico del mismo, es el causante de la 

disminución de la producción de antibióticos en la mutante AllR-. La utilización de 

hidroxipiruvato en el interior celular no se conoce con exactitud, se presupone que es 

utilizado por la célula para la síntesis del aminoácido serina pero hasta el momento 

esto no ha sido comprobado. 

 

Conclusiones y discusión 

En esta parte del trabajo se identificó y caracterizó el regulador transcripcional 

negativo de la vía de degradación de alantoína en S. coelicolor. Este regulador 

pertenece a la familia de reguladores IclR, que se caracterizan por la presencia de un 

dominio HTH de unión a ADN en el extremo N-terminal y un dominio de unión a 

moléculas efectoras en el extremo C-terminal. Miembros de esta familia son también 

el regulador AllR de la vía de alantoína y el regulador IclR de la vía del glioxilato de E. 

coli y el regulador TM-IclR de Thermotoga marítima que regula el metabolismo de 

xilulosa, dentro de los más caracterizados [109, 200, 201].  

Estudios proteómicos permitieron identificar proteínas de la vía de degradación 

de alantoína cuya expresión se encontró alterada en la cepa mutante AllR-. Estos 

resultados evidenciaron una participación de la proteína AllR en la regulación del 

metabolismo de alantoína. 

Posteriormente, a partir de estudios de retardo de la movilidad electroforética, 

se determinó que el regulador AllR reconoce sitios de unión en los promotores de los 

genes allB, aceB1 y hyi. Estos sitios específicos de unión presentan una secuencia 

pseudo-palindromica que fue identificada a partir de ensayos de protección a la 

digestión con nucleasa. Este sitio se encuentra conservado en regiones promotoras de 

genes ortólogos en otras especies de Streptomyces. Por otro lado, resulta interesante 

resaltar que tanto el regulador AllR como IclR de E. coli presentan secuencias 

totalmente palindrómicas de unión a ADN que son muy similares a la encontrada para 

AllR de S. coelicolor, donde los residuos 5´ TTCC → GGAA 3´ se encuentran presentes 

pero en sentido inverso (5´ GGAA→ TTCC 3´) [199, 202].  

La secuencia pseudo-palindrómica de unión de AllR sugiere una simetría de 

unión de este regulador al ADN. En E. coli, el regulador AllR se une en forma de 
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tetrámero a las regiones promotoras, requiriéndose cuatro dominios HTH para una 

unión efectiva [109]. 

El sitio de unión a moléculas efectoras en el extremo C-terminal de la familia de 

reguladores IclR no presenta amino ácidos conservados que participen en la unión de 

estas moléculas, por lo tanto, existe una gran potencialidad con respecto a la 

diversidad de compuestos que pueden actuar como efectores de los mismos [109]. En 

el caso del regulador de la vía de degradación de alantoína en este E. coli, esta 

propuesto que alantoína y glioxilato actúan como efectores, actuando el primero como 

co-represor y el segundo como activador de la vía [108, 202]. En este trabajo, se 

determinó que alantoato es una molécula efectora del regulador AllR en S. coelicolor, 

actuando como activador de la vía de degradación de alantoína (Figura 41). 

Posiblemente glioxilato también sea efector de AllR, sin embargo, se requiere un 

mayor número de ensayos para verificarlo. 

 

 

 

Figura 41. Modelo propuesto de regulación de la vía de degradación de alantoína en S. coelicolor. 

 

Por otra parte, la mutante AllR- presentó una marcada disminución de la 

producción de antibióticos, siendo la producción de actinorhodina la más afectada. 
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Esta disminución no se debe a una falta de precursores para la biosíntesis de los 

mismos; esto fue demostrado mediante el estudio de la acumulación de TAGs, que no 

se encontraron afectados en la cepa mutante AllR-, y mediante la construcción de una 

doble mutante AllR- AceB1- que no revirtió la producción de antibióticos a sus niveles 

normales. A su vez, también se estudió la posibilidad de una alteración en los niveles 

purinas que podrían afectar la síntesis de la molécula señalizadora (p)ppGpp en la 

mutante AllR- como causa de la disminución de la producción de antibióticos. Si bien 

los valores de esta molécula no pudieron ser cuantificados, la construcción de la triple 

mutante ∆P-AllB permitió descartar esta hipótesis ya que tampoco revirtió la 

producción de antibióticos como se esperaba. 

Por último, se identificó un gen cuyo aumento de expresión en la mutante AllR- 

posiblemente causa el desbalance metabólico que, directa o indirectamente, es capaz 

de afectar la síntesis de antibióticos. Este gen codifica para una enzima con actividad 

hidroxipiruvato isomerasa, capaz de catabolizar la conversión de tartronato 

semialdheído en hidroxipiruvato. Si bien no se comprobó experimentalmente, 

podemos especular que el aumento en los niveles de hidroxipiruvato en el interior 

celular podría generar un efecto citotóxico que no afecta el crecimiento celular pero si 

la producción de metabolitos secundarios. Ha sido propuesto que el hidroxipiruvato 

presenta efectos tóxicos para la célula,  debido a que es capaz de autoxidarse 

generando moléculas reactivas de oxígeno y provocando estrés oxidativo [203, 204]. A 

su vez, el estrés oxidativo ha sido estudiado en varias especies de Streptomyces como 

uno de los factores capaces de regular el metabolismo secundario, por ejemplo, en S. 

natalensis es capaz de alterar la producción de pimaricina y en S. hygrocopicus la 

producción de validamicina A [205-207]. Sin embargo, en estos casos el aumento de 

moléculas reactivas de oxígeno provoca un aumento de la producción de estos 

antibióticos. Por lo cual, se pone en duda esta última hipótesis y se deja abierta una 

línea de trabajo interesante para continuar estudiando. 

Proteínas homólogas a la enzima hidroxipiruvato isomerasa se encuentran 

ampliamente distribuidas tanto el procariotas como en eucariotas, esto indica que la 

reacción enzimática que cataliza o bien la enzima misma es de gran importancia 

fisiológica. Se ha propuesto que el tartronato semialdehído generado a partir de 

glioxilato se utiliza para derivar energía y para la generación de bloques de carbono 
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para la síntesis de otros metabolitos, como ser hidroxipiruvato que sirve de precursor 

para el aminoácido serina [96]. 

Como alternativa para poder encontrar una respuesta al fenómeno observado 

analizamos el resto de las proteínas cuya expresión se encontraba alterada en la 

mutante AllR- en los experimentos previos de proteómica. Varias proteínas del 

metabolismo de aminoácidos se evidenciaron alteradas, dentro de las mismas 

podemos destacar la proteína SerA (Sco5515), que cataliza el primer paso de síntesis 

de serina, convirtiendo 3-fosfoglicerato en 3-fosfohidroxipiruvato. Este paso se 

considera el limitante de la velocidad de reacción en la vía de síntesis de este 

aminoácido [208]. Los niveles de expresión de SerA se encontraron aumentados a 46 

horas de crecimiento en MM-GC en la mutante AllR-, lo cual podría estar relacionado 

con la generación de hidroxipiruvato en esta cepa. 

En S. auerofasiens SP2  y S. rimosus la presencia de altas concentraciones de 

serina en el medio provocan una marcada disminución de la producción del antibiótico 

tetraciclina y oxitetraciclina, respectivamente, aunque el mecanismo por lo cual esto 

ocurre se desconoce [209]. En el caso de la mutante AllR- la síntesis de serina a partir 

de hidroxipiruvato podría estar provocando la disminución de la producción de 

undecilprodigiosina y actinorhodina. Experimentos futuros de cuantificación de 

metabolitos intracelulares podrían aclarar esta última hipótesis. 

Por otro lado, proteínas del metabolismo de carbono y de nitrógeno también se 

encontraron afectadas en los experimentos de proteómica, lo cual denota una 

alteración general del metabolismo primario; sin embargo, no se pudieron sacar 

conclusiones generales de estos estudios. 

Finalmente, durante los estudios del gen hyi se evidenció que una mutación en el 

mismo provoca un aumento de la producción de antibióticos en MM-GC. Esto abre una 

importante línea de trabajo a futuro debido a que representaría una nueva estrategia 

de manipulación genética para el mejoramiento de la producción de metabolitos 

secundarios en este género bacteriano; y resalta la importancia del estudio de vías 

metabólicas primarias en el entendimiento del flujo metabólico hacia la síntesis de 

compuestos bioactivos.  
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Mediante estudios de crecimiento de la cepa S. coelicolor M145, se determinó 

que esta especie bacteriana es capaz de crecer en alantoína como única fuente de 

carbono y nitrógeno. 

 

A partir de experimentos proteómicos se identificaron seis proteínas 

involucradas en el metabolismo de alantoína en S. coelicolor: alantoicasa, Alc, 

ureidoglicolato liasa, Ugl, malato sintasa, AceB1, glioxilato carboligasa, Gcl, 

hidroxipiruvato isomerasa, Hyi, y tartronato semialdehído reductasa, GlxR.  

Posteriormente, mediante ensayos bioquímicos y de ingeniería genética,  se 

caracterizó la vía completa de degradación de alantoína en esta bacteria que incluye 

también las proteínas alantoinasa, AllB, y el complejo ureasa, Ure.  

 

Se determinó que las proteínas AllB y Alc presentan actividad alantoinasa y 

alantoicasa, respectivamente, y que las mismas son esenciales para el crecimiento con 

alantoína como única fuente de carbono y nitrógeno. Estos resultados demostraron 

que la vía estudiada es la única implicada en el metabolismo de alantoína en S. 

coelicolor. A su vez, también se caracterizaron las proteínas Hyi y GlxR como 

hidroxipiruvato isomerasa y tartronato semialdehído reductasa, respectivamente. De 

estas cuatro enzimas se obtuvieron los parámetros cinéticos específicos, siendo los 

mismos similares a los encontrados para proteínas ortólogas en otros géneros 

bacterianos. 

 

El metabolismo de alantoína provoca una marcada disminución de la producción 

de antibióticos que se debe a una disminución en la transcripción de los genes de 

biosíntesis de los mismos, consecuencia de la reducción de la transcripción del 

activador ActIIORF4 de la vía. A su vez, el metabolismo en exceso de alantoína genera 

un aumento de amonio, que se evidencia mediante técnicas metabolómicas y 

determinaciones de urea y amonio en el medio extracelular. Se plantea que el 

aumento de amonio provoca la disminución de la transcripción del activador de los 

genes de biosíntesis y como consecuencia la disminución de la producción de 

antibióticos. Esto se propone ya que la construcción de una mutante en el complejo 
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ureasa que no libera amonio al medio de cultivo permite revertir la producción de 

antibióticos a los niveles de producción de la cepa parental en medio sin alantoína. 

 

Se identificó y caracterizó el regulador transcripcional negativo AllR de la vía de 

degradación de alantoína en S. coelicolor. Se determinó que este regulador controla su 

propia expresión y la de los genes allB, aceB1 y hyi. Se determinó el sitio de unión 

específico a los promotores de estos genes, el cual resultó altamente conservado en 

genes ortólogos de otras especies de Streptomyces.  

 

Se estableció que alantoato es una molécula efectora del regulador AllR, 

activando la vía de degradación de alantoína y se propuso un modelo de regulación 

para la misma. 

 

La inactivación del gen allR provoca una significativa disminución de la 

producción de antibióticos debida a un aumento de la expresión de la proteína Hyi. 

Esto se evidencia mediante la construcción de la mutante AllR-Hyi- que revierte la 

producción de antibióticos a los niveles de producción de la cepa parental M145. 

Estudios proteómicos y transcripcionales sugieren que la sobreexpresión de hyi 

provoca un desbalance metabólico que lleva en última instancia a la disminución de la 

expresión de los activadores transcripcionales específicos de la síntesis de 

undecilprodigiosina y actinorhodina. La conexión entre la sobreexpresión de hyi y los 

activadores transcripcionales debe ser confirmada. 

 

La inactivación del gen hyi genera un aumento de la producción de antibióticos 

en S. coelicolor, representando una nueva herramienta de manipulación genética para 

el mejoramiento de la producción de metabolitos secundarios en este género 

bacteriano. 
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Las purinas y derivados como la alantoína son componentes abundantes del 

suelo, constituyendo una fuente de carbono y nitrógeno muy importante del hábitat 

natural de Streptomyces. En este trabajo de tesis se caracterizó la vía metabólica de 

degradación de alantoína como así también la regulación de la misma en S. coelicolor, 

mediante técnicas proteómicas, metabolómicas, bioquímicas, de biología molecular y 

de ingeniería genética. 

A partir de experimentos de proteómica se identificaron la mayor parte de las 

proteínas involucradas en la degradación de alantoína en esta bacteria. 

Posteriormente, se caracterizaron cuatro enzimas de esta vía, alantoinasa y 

alantoicasa, las cuales son esenciales para el crecimiento de la bacteria en medio con 

alantoína, e hidroxipiruvato isomerasa y tartronato semialdehído reductasa mediante 

técnicas bioquímicas y de ingeniería genética. 

Por otra parte, se identificó el regulador transcripcional negativo AllR del 

metabolismo de la alantoína en S. coelicolor. Ensayos in vitro permitieron identificar 

los sitios de unión de este regulador a tres promotores de la vía. Estos sitios se 

encuentran altamente conservados en otras especies de Streptomyces lo que denota 

una preservación en la regulación de esta ruta metabólica en este importante género 

bacteriano. Estos estudios permitieron proponer un modelo de regulación mediado 

por alantoato.  

A su vez, este trabajo permitió realizar una conexión importante entre el 

metabolismo primario de alantoína y el metabolismo secundario de producción de 

antibióticos en S. coelicolor. Por un lado, se evidenció que la degradación de alantoína 

provoca una marcada disminución de la producción de antibióticos. Mediante técnicas 

de metabolómica y análisis de compuestos nitrogenados en los cultivos se pudo 

determinar que el producto final de esta vía es amonio. El aislamiento de una mutante 

en el complejo ureasa, que no genera acumulación de amonio extracelular pero es 

capaz de producir niveles normales de antibióticos en medio con alantoína, permitió 

conectar el exceso de amonio con la inhibición de la producción de antibióticos 

durante el metabolismo de alantoína. Por otro lado, se estableció que el normal 

funcionamiento del regulador AllR es necesario para la producción de antibióticos en S. 

coelicolor, ya que la inactivación del gen allR afecta notablemente la síntesis de los 

mismos. La inactivación de genes que aumentan su expresión en ausencia del 
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regulador AllR permitió identificar al gen hyi, que codifica para la enzima 

hidroxipiruvato isomerasa, como responsable de este efecto. La mutante AllR-Hyi- 

revierte la producción de metabolitos secundarios a los niveles de la cepa parental. 

Para agregar a esto, una mutación en el gen hyi en la cepa parental provoca un 

aumento de la síntesis de antibióticos y abre una puerta para estudios futuros como 

estrategia para aumentar la producción de compuestos bioactivos en esta especie 

bacteriana. 

Este trabajo expresa la importancia del estudio de las vías metabólicas primarias, 

no solo para aumentar el conocimiento general de este importante género bacteriano 

sino también debido a la interacción de estas vías con el metabolismo secundario y la 

posibilidad de una futura manipulación para beneficio del ser humano. 
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