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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 morfologia filamentosa [1].

El habitat natural de estos microorganismos es principalmente el suelo y los
sedimentos acuaticos. Debido a que estos ambientes son bidticamente diversos y sus
componentes nutricionales fluctian de manera considerable, Streptomyces presenta
un arsenal de proteinas extracelulares como quitinasas, lipasas, amilasas, proteasas y
celulasas que le permiten degradar gran variedad de restos organicos. 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 produccion de metabolitos secundarios en su mayoria
antibidticos que le permiten competir frente a la escasez de nutrientes, aunque estas
moléculas también pueden presentar funciones de sefalizacién y comunicacién 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
diferenciacién morfoldgica que lleva a la formacion 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
gue van a ser utilizados por las células sobrevivientes [3]. En la mayoria de los casos
este proceso de diferenciacién morfolégica va acompanado de la produccién de
metabolitos secundarios en muchos casos con actividad antibacteriana. De aqui se
desprende que la regulacion de la produccion de antibidticos comparte varios
elementos con la regulacidn del proceso de esporulacidn [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 antibidticos utilizados en medicina y veterinaria son sintetizados por

5



INTRODUCCION

miembros de esta especie. Ademas de actividad antibidtica otros compuestos
muestran actividades antifungicas, antiparasitarias y anticancerigenas [7]. Otra faceta
industrial muy importante de estos microorganismos es la produccion y acumulacién
de triacilglicéridos en gran cantidad, caracteristica poco frecuente en procariotas ([8]

[9].

Metabolitos secundarios: compuestos policétidos

Los metabolitos secundarios son moléculas sintetizadas por plantas, hongos vy
bacterias del suelo. Estos compuestos poseen un amplio rango de estructuras quimicas
y actividades bioldgicas, y juegan un importante rol en la supervivencia y en la
diferenciacidon de los microorganismos. Algunas de las funciones biolégicas 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
diferenciacion, entre otras [10].

Aquellos que muestran actividad antimicrobiana le brindan una ventaja
adaptativa al microorganismo para colonizar sus nichos ecoldgicos, pero no son
esenciales para su crecimiento [11].

Un conjunto particular de metabolitos secundarios esta constituido por el grupo
de los compuestos policétidos. Estos compuestos son estructuralmente muy diversos
pero comparten el mismo patrén de biosintesis. Son sintetizados tanto en procariotas
como en eucariotas y cumplen diversas funciones tales como: micotoxinas,
flavonoides, fitotoxinas y moléculas de senalizacidon celular [12]. Estos productos
naturales también proporcionan un asombroso numero de drogas clinicamente
activas, incluyendo antibidticos (eritromicina A, monensina A, rifamycina S),
inmunosupresores (rapamicina), antifungicos (amfotericina B), antiparasitarios
(avermectina) y anticancerigenos (doxorubicina) [13].

El proceso de biosintesis de compuestos policétidos es similar a la sintesis de
acidos grasos de cadena larga (Figura 1). La enzima que cataliza el proceso de
condensaciéon se denomina policétido sintasa (PKS, del inglés “polyketide synthase”) y
presenta homologia estructural con la acido graso sintasa (FAS, del inglés “fatty acid

synthase”) [11] [12]. Estos compuestos, al igual que los acidos grasos, se generan por
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condensaciones sucesivas de pequenos acidos carboxilicos 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
lleva un grupo ceto y cada acido carboxilico contribuye con dos atomos de carbono a la
cadena creciente lineal. Cuando el acido carboxilico tiene méas de dos carbonos, los
carbonos “extra” quedan como sustituyentes de la cadena lineal. Luego de la
condensacién, los grupos ceto pueden ser reducidos totalmente (como ocurre en la
sintesis de acidos grasos de cadena lineal), parcialmente (a hidroxilos o dobles enlaces)
0 quedar como tales. La permanencia de estos grupos ceto da el nombre de
policétidos (o policetonicos) a esta familia de compuestos [11].

Una caracteristica importante de la sintesis de policétidos es que el proceso de
terminacion de la misma suele estar acompafiado de otros procesos como ciclacién,
lactonizacion, formacién de anillos aromaticos y reacciones post-PKS como
metilaciones, oxidaciones y agregado de azucares [12]. Ademas existen otro grupo de
compuestos conocidos como péptidos de sintesis no ribosomal sintetizados por el
complejo catalitico NRPS (del ingles “non-ribosomal peptides synthetase”) y otros que
son hibridos entre policétidos y péptidos de sintesis no ribosomal [14].

Las NRPSs constituyen un complejo de mddulos enzimaticos que catalizan
condensaciones sucesivas de aminoacidos. A diferencia de la sintesis de péptidos
ribosomales, existe una gran variedad de aminodacidos que sirven de sustratos para las
NRPSs, como B-, y- y 6-amino acidos.

En el caso de los compuestos hibridos entre policétidos y péptidos de sintesis no
ribosomal, como es el caso de bleomicina, rifamicina, pristamicina I[IB vy
undecilprodigiosina, existen complejos de moddulos capaces de catalizar
condensaciones sucesivas entre aminoacidos y ésteres de CoA. La disposicidn de estos
modulos enzimaticos determina el orden de incorporacién de estas moléculas en la

estructura final del compuesto [15].
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Figura 1. Representacion esquematica de la biosintesis de acidos grasos y de compuestos policétidos.
Los pasos enzimaticos 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 vias que puede seguir la sintesis de policétidos luego de cada paso

de condensacion (6). ACP: proteina transportadora de grupos acilo.

Streptomyces coelicolor como modelo de estudio

En las dltimas décadas, se ha producido un gran avance cientifico con respecto a
los mecanismos de biosintesis y regulacién de la produccion de antibidticos, asi como
también del fendmeno de diferenciacién morfolégica en el género Streptomyces. La
mayoria 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
bioquimicas de gran utilidad [16].

El genoma de S. coelicolor se encuentra completamente secuenciado,
presentando un contenido de G + C del 72 % y un tamafio de 8.6 Mb [17] [18]. Otra
caracteristica importante es la linealidad de su cromosoma, en cuyos extremos se
encuentran repeticiones invertidas unidas covalentemente a proteinas, cuya funcién

probable es servir de cebadores para la replicacidn de los extremos.
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Esta especie produce al menos cuatro compuestos con actividad antimicrobiana
en medio liquido durante fase estacionaria de crecimiento. Dos de estos compuestos
poseen colores caracteristicos, actinorhodina que es un compuesto de tipo policétido
aromatico de color azul a pH alcalino y undecilprodigiosina que es un compuesto
hibrido entre policétido y péptido de sintesis no ribosomal de color rojo a pH neutro
[19, 20]. Los colores de estos antibidticos fueron de gran ayuda para la obtencién y el
estudio genético de mutantes deficientes en la sintesis de los mismos. Cada
mondémero 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-carboxaldehido [21, 22].
Los otros dos compuestos conocidos son el antibidtico calcio dependiente [23] y la
ciclopentanona metilenomicina codificada en el plasmido 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 antibidticos poseen actividad antibacteriana, ninguno de ellos presenta

aplicaciones comerciales.

Regulacion genética de la produccion de metabolitos secundarios en Streptomyces

Los genes de biosintesis de metabolitos secundarios se encuentran
generalmente agrupados en una misma regién del genoma e incluyen tanto los genes
de sintesis, como asi también genes de sintesis de precursores, de transporte,
resistencia y regulacion. En el género Streptomyces, generalmente la produccion de
metabolitos secundarios coincide con el proceso de diferenciacién morfolédgica en
medio sélido, y con la entrada en fase estacionaria de crecimiento resultado de la
limitacion de nutrientes en medio liquido.

Dentro de los genes regulatorios de la sintesis de metabolitos secundarios se
encuentran los activadores transcripcionales especificos conocidos como URAPs de las
siglas en inglés “ultimate regulator of antibiotic production”. La transcripcion del
conjunto de genes de biosintesis de un metabolito secundario depende de la previa

expresion de estos reguladores. En la mayoria de los casos existe un Unico URAP para
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cada metabolito secundario que se encarga de traducir las distintas sefiales
ambientales que afectan la produccién del mismo. A su vez, todos los estudios
realizados hasta el momento sostienen que el nivel de expresidn de estos activadores
transcripcionales es el factor principal que determina el nivel de expresién de los genes
de sintesis 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
unidén a repeticiones directas de secuencias heptaméricas conservadas. Miembros de
esta familia son ActllORF4 y RedD, los activadores especificos de la sintesis de
actinorhodina y undecilprodigiosina en S. coelicolor, asi como también TylS, el
activador de la sintesis de tilosina en S. fradie, ThnU, el activador de la sintesis de
thienamicina en S. catleya y FdAmR1, el activador de la sintesis 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 sintesis de pikromicina de S.
venezuelae y RapH de la sintesis de rapamicina de S. hygroscopicus, entre otros [34,
35].

Las sefiales externas, como la limitacidén de nutrientes que lleva a la disminucién
o cese del crecimiento, o los niveles de densidad celular, actian sobre reguladores
pleitropicos globales que en la mayoria de los casos son sistemas de dos componentes
regulador/respuesta, y se encargan de transformar estas sefiales en variacién en los
niveles de expresion de los URAPs [14].

En el caso de S. coelicolor, la expresion del gen act//ORF4 es sumamente
compleja y han sido caracterizados varios reguladores capaces de unirse a la regién
promotora del mismo. Algunos de los reguladores que actuan sobre la expresion de
act//ORF4 son AbsA2, DasR y AtrA [36-38]. AbsA2 es el regulador respuesta de un
sistema de dos componentes que cuando es fosforilado por AbsA1l es capaz de unirse a
las regiones especificas en el ADN. Este regulador también regula la expresion de RedD
y CdaR, el regulador de la sintesis del antibidtico calcio dependiente, y el conjunto de
genes de sintesis de metillenomicina. La sefial a la que responde este sistema de dos

componentes aun no se conoce.
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Otro regulador importante de la sintesis de actinorhodina es DasR, el mismo es el
represor de los genes del metabolismo de N-acetilglucosamina (GlcNAc), el mondmero
de quitina, uno de los polisacaridos mds importantes en la naturaleza ya que es el
componente principal del exoesqueleto de artrépodos y la pared celular de hongos. La
molécula efectora de DasR es la glucosamina-6-fostato, un intermediario del
metabolismo de GIcNAc. La unidn de esta molécula disminuye la afinidad de unidon de
este regulador al ADN, permitiendo la expresion de actllORF4 y los genes del
metabolismo de GIcNAc. DasR también regula la expresion de RedD y CdaR [37, 39].

Por otro lado, el regulador AtrA es un activador de la transcripcion de actl/ORFA4.
La disrupcion del gen atrA provoca una marcada disminucion de la producciéon de
actinorhodina en ciertas condiciones de crecimiento; mientras que la sobreexpresion
de este regulador genera un aumento en los niveles de produccién de actinorhodina.
La molécula sefial traducida por AtrA aun no se conoce, sin embargo, se piensa estaria
involucrado en la regulacidon del metabolismo de acetil-CoA, precursor de la sintesis de

antibidticos en S. coelicolor [28].

Influencia de la disponibilidad de nutrientes en la produccion de metabolitos
secundarios
(P)PPGpp
La limitacion de nutrientes es un factor principal que desencadena la produccion
de metabolitos secundarios en Streptomyces. Una molécula clave asociada
intimamente con este fendmeno es (p)ppGpp (guanosina tetra- y penta- fosfato). La
acumulacién de (p)ppGpp se reconoce ampliamente como la sefial 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 fisioldgica pleiotrépica durante la cual ocurren complejos cambios en el
patrén de expresion génica como por ejemplo represion de la sintesis de rARN y tARN,
y el aumento de la expresién de genes asociados de fase estacionaria y de sintesis de
aminodcidos [40]. En el género Streptomyces, la acumulacion de (p)ppGpp no sélo
desencadena la produccién de metabolitos secundarios sino que también tiene efectos

sobre el desarrollo morfolégico [41].
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Los niveles de (p)ppGpp dependen del balance de dos actividades enzimaticas,
una pirofosfoquinasa o sintetasa y una pirofosfohidrolasa. En E. coli, existen dos
enzimas homadlogas capaces de sintetizar (p)ppGpp a partir de GTP y ATP, llamadas
SpoT y RelA [40]. La proteina RelA se encuentra asociada con el ribosoma y se activa
cuando un tRNA no cargado con el aminodcido correspondiente se une al sitio A de
esta organela, por lo que responde a condiciones de escasez de nitréogeno. En estas
condiciones la enzima RelA cataliza la formacién de (p)ppGpp a partir de la
transferencia de un grupo pirofosfato de un ATP a un GTP. Mientras que la proteina
SpoT produce (p)ppGpp en respuesta a varias condiciones de estrés nutricionales,
como de escasez de carbono, fosfato, hierro o acidos grasos [40]. A su vez, |la proteina
SpoT también presenta actividad pirofosfohidrolasa, que es capaz de degradar
(P)PPGpp.

S. coelicolor presenta dos homadlogos RelA/SpoT, el primero en ser descubierto
se denomind RelA mientras que el segundo RshA. Ambas proteinas, a diferencia de lo
gue ocurre en E. coli, presentan actividad tanto sintetasa como hidrolasa. RelA se
encuentra interaccionando con el ribosoma y es requerida para la sintesis de (p)ppGpp
en condiciones limitantes de nitréogeno o glucosa. Una mutante ArelA es incapaz de
producir ACT y RED en estas condiciones [42]. La imposibilidad de sintetizar estos
antibidticos se asocia a una importante disminucion de los niveles de transcripto
actllORF4 y redD, indicando un rol de (p)ppGpp en la activacidn de la transcripcion de
estos SARPs aunque el mecanismo exacto aun no se conoce. A su vez, la estimulaciéon
de la sintesis de (p)ppGpp aumenta los niveles de expresion de actllORF4 y redD y
consecuentemente de la produccién de ambos antibidticos [41, 43, 44]. Por otro lado,
la proteina RshA es necesaria para la sintesis 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 produccion de metabolitos secundarios en varias especies de Streptomyces. Se
conoce un numero considerable de antibidticos que son regulados negativamente por

altas concentraciones de fosfato, estos incluyen streptomicina, oxitetraciclina, acido
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clavuranico, tilosina, cefalosporina, asi como también actinorhodina vy
undecilprodigiosina en S. coelicolor, entre otros [45, 46].

El sistema encargado de traducir los niveles de fosfato intracelular en respuestas
fisioldgicas es el sistema de dos componentes PhoR-PhoP. Cuando la cantidad de
fosfato no es suficiente para el crecimiento, la proteina histidinquinasa PhoR fosforila
el regulador respuesta PhoP. De esta manera, PhoP-fosforilado es capaz de unirse a las
secuencias especificas en el ADN, regulando la transcripcién de los genes blanco, por
ejemplo activando la transcripcién 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 nitrégeno, generando una red
compleja de regulacion del metabolismo primario [47].

Este sistema PhoR-PhoP también se encuentra involucrado en la regulacién de la
produccién de actinorhodina y undecilprodigiosina en S. coelicolor. Una delecion del
gen phoP o de los genes phoR-phoP provoca un aumento de los niveles de produccion
de actinorhodina y undecilprodigiosina. Sin embargo, no existe una interaccion directa
de PhoP con las regiones promotoras de los genes act//ORF4 y redD ni de los genes de
biosintesis. Es por esto que existiria una cascada de sefnalizaciones con otros genes

regulatorios que mediaria esta interaccion [45].

Nitrégeno

En la mayoria de las bacterias existen dos formas de asimilacién de nitrégeno.
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 formacién
de glutamina a partir de glutamato y amonio mediante consumo de una molécula de
ATP, y luego GOGAT cataliza la sintesis 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 nitrégeno para
todas las reacciones de biosintesis [48].

Debido a que el habitat natural de Streptomyces es el suelo y el nitrégeno es uno

de los nutrientes limitantes de este nicho, la enzima GS es la mas importante en la
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asimilacion de nitrégeno. S. coelicolor presenta cinco genes putativos que codifican
para enzimas GS, sin embargo, Unicamente el producto de dos de estos genes fueron
caracterizados como proteinas con actividad GS. Estos son g/nA que codifica para la
glutamina sintetasa | (GSI) y g/nll que codifica para la glutamina sintetasa Il (GSIl) [49-
51].

La regulacion del metabolismo de nitrégeno en S. coelicolor es mediada por la
proteina GInR. Este regulador controla la sintesis de genes relacionados con el
transporte y la asimilacion de nitréogeno entre ellos glnA, ginll, gdhA, el gen que codifca
para la GDH, y amtB, el gen que codifica para la proteina transportadora de amonio
[52, 53]. A su vez, existe un segundo regulador denominado GInRIl que también
controla la expresion de alguno de los genes del metabolismo de nitrégeno, pero su
funcion no se conoce con exactitud [53].

Por otro lado, al igual que en otros géneros bacterianos, en S. coelicolor existe
una regulacidon post-transcripcional de la actividad GSI mediada por una enzima
adenililtransferasa conocida como GInE. Este mecanismo permite modificar
rapidamente los niveles de actividad de la enzima GSI frente a cambios en la
concentracion de nitrégeno [54].

Varios estudios han demostrado que la fuente de nitrégeno disponible para el
crecimiento tiene efectos sobre la produccién de metabolitos secundarios en
Streptomyces [46, 55-58]. En la mayoria de los casos, la produccion de antibidticos se
observa disminuida en presencia de fuentes de nitrégeno favorables para el
crecimiento. Una explicacion fisioldgica para esto seria que en presencia de estas
fuentes de nitrégeno la bacteria utiliza el carbono disponible para el crecimiento y la
generacion de biomasa, y en consecuencia, se produce una disminucién de esqueletos

carbonados para la sintesis de metabolitos secundarios [28].

Carbono
La disponibilidad y la fuente carbono también tiene un efecto importante sobre
la produccion de antibidticos y la diferenciacién morfoldgica en Streptomyces. A modo
de ejemplo, la presencia de glucosa inhibe la produccién 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 asi debido a que la glucosa es el producto
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final de degradacién de muchas enzimas como amilasas, celulasas, invertasas vy
maltasas, por lo que los niveles de glucosa denotan la cantidad de carbohidrato
disponible para el crecimiento.

Otra fuente de carbono que afecta la produccion de antibidticos es la GlcNac.
Esta molécula es utilizada como fuente de carbono en S. coelicolor, sin embargo, el
efecto de la misma sobre la produccién de antibiéticos depende de la composicion del
medio. En medio rico, la presencia de GlcNac inhibe completamente el desarrollo
morfoldgico y la produccién de antibidticos, mientras que en medio minimo acelera
estos procesos. Estas respuestas fisioldgicas son mediadas por el regulador DasR [39,

62].

Moléculas difusibles: y-butirolactonas

Existen moléculas extracelulares difusibles del tipo y-butirolactonas que juegan
un rol importante en la diferenciacion morfolégica y la produccion de antibidticos en
Streptomyces. Estas moléculas se unen a receptores citoplasmaticos e inhiben la unidn
de los mismos a las secuencias especificas en el ADN. En la mayoria de los casos, estos
receptores actlan como represores por lo que la presencia de las y-butirolactonas
permite la expresion de los genes blanco [63].

En S. coelicolor, el locus scbAR se encuentra involucrado en la produccién de la
hormona difusible, denominada SCB1, la cual afecta de manera notable la produccién
de actinorhodina, undecilprodigiosina y coelimicina P1 [63, 64]. ScbA es la proteina
encargada de la sintesis de SCB1, mientras que ScbR es el receptor de SCB1. SchR se
une a su propio promotor y al del gen scbA por lo cual regula la produccion de SCB1. A
su vez, este regulador también se une al promotor del gen cpkO que codifica para el
activador transcripcional especifico de coelimicina P1, reprimiendo su expresion. En
presencia de SCB1, ScbR se libera de esta region y se produce la sintesis de coelimicina
P1 [64].

La mutante AscbA, incapaz de sintetizar SCB1, produce actinorhodina y
undecilprodigiosina tempranamente comparado con la cepa salvaje, y los niveles de
produccién ambos antibidticos son mayores [65]. Sin embargo, esta propuesto que el
efecto sobre la produccion de actinorhodina y undecilprodigiosina de la hormona SCB1

es indirecto debido a que ScbR no tiene sitio de unién en los promotores de los genes
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actllORF4 ni redD ni en los genes biosintéticos de estos antibidticos. Probablemente, la
reduccion de produccién de coelimicina P1 aumenta la disponibilidad de precursores
para la sintesis de actinorhodina y undecilprodigiosina, observdndose un aumento en

los niveles de estos antibidticos en la mutante AscbA [63].

Densidad celular Limitacién de nutrientes
\l’ Genes de regulacién \l/
_ —> | pleiotrépica €&
y-butirolactona Cese o disminucion de la

/ ‘l’ velocidad de crecimiento
Genes de regulacién \ll

Desbalance metabolico |———> lespecifica (UARPS)
(P)PPGpp
Genes de biosintesis .
de antibiéticos ——> | Produccién de
antibiéticos

Figura 2. Factores que determinan la produccién de antibiodticos en Streptomyces.

Influencia del metabolismo primario sobre la produccién de antibidticos

El género Streptomyces ha sido y continla siendo explotado para la produccién
de una gran variedad de metabolitos secundarios, por lo que existe un gran interés en
el mejoramiento de la produccién de estos compuestos naturales. La mayoria de los
estudios realizados sobre la produccién de antibidticos policétidos en el género
Streptomyces se han enfocado en las rutas biosintéticas de los mismos o en su
regulacién. Sin embargo, menos atencidn ha recibido el metabolismo primario que es
la fuente de precursores para la sintesis de los mismos. Algunos estudios realizados en
los ultimos afios han demostrado que la manipulacidn de rutas metabdlicas primarias
es una herramienta muy importante para el mejoramiento de la produccién de
antibidticos. A modo de ejemplo, la inactivaciéon del gen gapl que codifica para la
enzima gliceraldeido-3-fosfato deshidrogenasa mejora la produccién de Jacido
clavulanico en S. clavuligerus debido al aumento de los niveles de precursor
gliceraldehido-3-fosfato [66]. La sobreexpresion de la acetil-CoA carboxilasa (acc) en S.
coelicolor mejora los niveles de produccién de ACT, ya que el producto de esta enzima,
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malonil-CoA, es un precursor importante de la sintesis de este antibidtico [67]. La
inactivacion 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 glicdlisis, también afectan los niveles de produccién de
metabolitos secundarios en S. coelicolor [68-70]. A su vez, en nuestro laboratorio
también se estudid el efecto de la inactivacion de las enzimas malicas en S. coelicolor
observandose una marcada alteracién de la produccion de actinorhodina y
undecilprodigiosina que se deberia a una acumulacidon de intermediarios del ciclo de
Krebs [71].

Para continuar con el analisis de como las vias metabdlicas 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 nitréogeno abundante
en el habitat natural de Streptomyces y como esta contribuye o afecta la produccién

de compuestos de relevancia biotecnoldgica.

Metabolismo de purinas

En el suelo, habitat natural de Streptomyces, una de las fuentes principales de
carbono y nitrégeno son las purinas y sus derivados de degradacién. Las purinas se
acumulan a partir de tejidos en descomposicion, organismos muertos, o también son
excretados como productos de desecho por organismos vivos como plantas y animales
[72].

Las vias metabdlicas de degradacion de purinas son muy variadas, algunos
organismos son capaces de degradar las purinas completamente a didxido de carbono
y amonio, mientras que otros presentan vias metabdlicas incompletas y liberan al
medio diferentes compuestos de degradaciéon como acido urico o alantoina [73].

En humanos, aves, reptiles y la mayoria de los insectos, acido urico es el
producto final de la via de degradacién de purinas y es excretado al medio. Los
organismos uricoliticos, como la mayoria de los mamiferos, algunos insectos y
gastropodos liberan alantoina como producto final. Mientras que peces y anfibios
degradan las purinas completamente a urea, amonio y CO, [74-77]. El producto final
de excrecidn en animales estaria relacionado con un fendmeno de conservacién de

agua durante el desarrollo embrionario y en la vida adulta. Si el producto de excrecién
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es amonio significa que existe suficiente cantidad de agua para una répida eliminacién
de este compuesto toxico. Si el producto de excrecidn es urea, existe menor
disponibilidad de agua y la urea es un compuesto con menor toxicidad que puede ser
retenido por mas tiempo en el organismo [78].

En plantas el producto de degradacién principal es amonio y CO,, sin embargo,
en algunos tejidos vegetales, la alantoina es un importante compuesto de
almacenamiento y transporte de nitrégeno 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 degradacion, estas pueden ser utilizadas en la mayoria de
los casos como Unica fuente de nitrégeno y en otros casos como Unica fuente de
carbono y nitrégeno [80].

Una vez que las purinas son transportadas al interior celular por transportadores
de membrana especificos [81], las mismas pueden entrar en vias 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 asimilacion de adenina y guanina es una reaccién de
deaminacién que libera una molécula de amonio e hipoxantina o xantina,
respectivamente. Posteriormente la asimilacion de hipoxantina/xantina puede
dividirse en dos partes, una primera parte de transformacién a alantoina y una
segunda parte de degradacién de alantoina a amonio y CO,. La primera etapa de esta
via es comun en todas las especies bacterianas, mientras que el metabolismo de

alantoina 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, oxidandolas a acido urico. Estas proteinas son
molibdoflavoenzimas altamente conservadas tanto en bacterias como animales y
plantas, que catalizan una hidroxilacién de los atomos de carbono utilizando oxigeno
de la molécula de agua en lugar de O,, y no requieren de una fuente externa de
equivalentes de reduccion. Posteriormente, la enzima uricasa o urato oxidasa (UO) se

encarga de oxidar el acido urico a alantoina. Recientemente, se ha propuesto que la
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conversion de acido urico a alantoina es mediada por tres pasos enzimaticos donde la
enzima UO Unicamente catalizaria la primera de estas reacciones. El acido urico seria
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 descarboxilacién estereoselectiva por la accién de la enzima OHCU
descarboxilasa para dar (S)-(+)-alantoina y CO,. La molécula de HIU puede sufrir una
conversidon espontdnea, pasando por el intermediario OHCU, a una mezcla racémica
(+/-) alantoina, por eso inicialmente se pensd que UO catalizaba la reaccién completa.
Sin embargo, las enzimas subsecuentes de la via de degradacién de alantoina utilizan
Unicamente la forma dextro rotatoria de alantoina, lo que condujo a la busqueda de

otras proteinas implicadas en la reaccion [82, 83] (Figura 3).
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Figura 3. Esquema del metabolismo de adenina y guanina a alantoina en bacterias.

El crecimiento de E. coli a partir de purinas como Unica fuente de nitrégeno y
carbono aun hoy se encuentra en discusidon. La mayoria de las cepas de E. coli aisladas
de suelo son capaces de crecer en adenina, guanina, xantina y acido Urico como Unica
fuente de carbono y nitrégeno. La mayoria 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, UQ,
entre otras [80, 84, 85].

En B. subtillis todas las purinas pueden ser utilizadas como fuente de nitrégeno
cuando otras fuentes de nitrégeno 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
Unica fuente de carbono y nitrégeno. P. aeruginosa y P. acidovorans pueden utilizar
adenina, guanina, hipoxantina y xantina como Unica fuente de nitréogeno, mientras que
P. acidovorans también es capaz de crecer en estos compuestos como Unica fuente de
carbono [80, 88]. La mayoria 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 ademds son capaces de crecer acido Urico o

alantoina como Unica fuente de carbono y nitrégeno [80, 92].

Metabolismo de alantoina en bacterias

Como se menciond anteriormente, el metabolismo de alantoina varia segun la
especie bacteriana. E. coli es capaz de crecer en alantoina como Unica fuente de
nitrégeno pero Uunicamente en condiciones anaerdbicas. Como se muestra en la Figura
4, la alantoina es convertida en alantoato mediante la enzima alantoinasa (AllB), luego
la enzima alantoato amidohidrolasa (AlIC) transforma este alantoato en ureidoglicolato
liberando en el proceso dos moléculas de NH,". El ureidoglicolato representa un punto
de ramificacion de la via ya que es sustrato de dos enzimas diferentes, la
ureidoglicolato deshidrogenasa (AlID) y la ureidoglicolato liasa (AllA). La enzima
ureidoglicolato deshidrogenasa transforma este sustrato en acido oxalurico que es
luego metabolizado en oxamato, CO, y NH," por la accién 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 accidon secuencial de las enzimas

tartronato semialdehido reductasa (GIxR) y glicerato quinasa (GIxK) [94, 95]. La enzima
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hidroxipiruvato isomerasa (Hyi) también formaria parte de esta via, generando
hidroxipiruvato a partir de tartronato semialdehido, sin embargo, hasta el momento
no se conoce con exactitud el destino metabdlico de esta molécula, se propone es
utilizada para la sintesis de serina [96] (Figura 4).

Los genes que codifican para la mayoria de las enzimas de esta via se encuentran
en la misma regién del cromosoma y estdn organizados en tres unidades
transcripcionales que constituyen el regulon de alantoina.

El metabolismo de alantoina 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 proteinas se
encuentran agrupados en una misma region del genoma junto con genes del
metabolismo inicial de purinas (XDH y UO) y genes que codifican para transportadores
de xantina, acido Urico y alantoina [97](Figura 4).

El metabolismo de alantoina en Pseudomonas presenta varias diferencias con
respecto a las vias mencionadas antes. En primer instancia la conversion de alantoina a
alantoato es mediada por una proteina recientemente caracterizada en P. fluorescens
conocida como PuuE que tiene alta homologia con proteinas polisacarido deacetilasas.
Si bien el producto final de reaccion es alantoato, al igual que en el caso de la enzima
alantoinasa de E. coli, el mecanismo de reaccidén es distinto [98]. Por otro lado, la
transformacién de alantoato en ureidoglicolato es mediada por una enzima alantoicasa
(PuuF) que libera urea en lugar de NH;" 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 deaminacién de
adenina y guanina (adenina deaminasa y guanina deaminasa) se encuentran en una
region cromosémica, mientras que los genes del metabolismo de hipoxantina y los
pasos sucesivos de degradacién de acido urico y alantoina se encuentran agrupados en

otra region cromosémica en P. aeruginosa [102].
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Degradacion de purinasl

l

Alantoina Alantoina Alantoina
PucH l AllB l, PuukE
Alantoato Alantoato Alantoato
PucF l —> 2NH;+CO, Allc l, —> 2 NHs+CO, PuuFl, — Urea
Ureidoglicolato Ureidoglicolato Ureidoglicolato
Urea <_/Pch Urea <_/AIIA \ AlID Urea <_/PuuG
Glioxilato Glioxilato Acido oxaltrico Glioxilato
Gel l OXTC l—> Oxamato
Tartronato Carbamoilfosfato
. semialdehido CPT l
4 l GIxR NHa + CO, + ATP
Hidroxipiruvato  Glicerato
l GIxK
3-P-Glicerato
B. subtillis E. coli Pseudomonas

Figura 4. Metabolismo de alantoina en E. coli, B. subtillis y Pseudomonas.

Regulacion del metabolismo de alantoina

Ademas 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 acidos nucleicos sino que
también juegan un papel central en la transferencia y el almacenamiento de energia
(ATP) asi como también en la sintesis proteica y la sefializacién celular (GTP) [103].

A pesar de la importancia del metabolismo de purinas, poco se conoce sobre la
regulacién de esta via en bacterias. Los estudios mas detallados sobre la regulacion de
la degradacion 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. coliy B. subtillis [95, 97, 107].

Como se menciond anteriormente, en E. coli los genes que codifican para todas
las enzimas involucradas en la degradacion de alantoina se encuentran agrupados en
tres unidades transcripcionales. La regulacién transcripcional de estos promotores es
mediada de manera coordinada por la proteina represora AlIR y el activador
transcripcional AlIS [95]. En condiciones fisioldgicas normales, el represor AlIR inhibe la
transcripcion a partir de los promotores allA,, gcl, y allS, reprimiendo la expresion de

enzimas del catabolismo de alantoina y glioxilato y asi como también del activador
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AllS. En ausencia de AllS los genes bajo el control del promotor allD, no se transcriben.
Cuando las concentraciones de glioxilato intracelular aumentan, el represor AlIR se
libera de sus sitios operadores permitiendo la transcripcidn a partir de allAy y gclp, esto
ocurre en condiciones tanto de anaerobiosis como aerobiosis. Para que la expresién a
partir de allS, sea completa se requiere de otros factores aun no identificados que
actlan en trans y que responden a condiciones anaerdbicas y de limitacion de
nitrégeno. Cuando esto ocurre, altos niveles del activador AlIS junto con altas
concentraciones de alantoina activan la transcripcion a partir de allD, [94, 95](Figura
5).

El regulador AlIR pertenece a la familia IcIR, cuyo miembro fundador es el
regulador del ciclo del glioxilato en E. coli, IcIR. Estos reguladores presentan un sitio
HTH (del inglés helix turn helix) de uniéon a ADN en el extremo N-terminal y un sitio de
interaccion con moléculas efectoras en el extremo C-terminal. Ademas de glioxilato,
que actua como activador del metabolismo de alantoina, interaccionando con AlIR y
desestabilizando la union a ADN, posteriormente se propuso que alantoina es un co-
represor de AlIR, aumentando la afinidad del mismo por sus sitios operadores [108].
Sin embargo, la funcién de la molécula de alantoina y su interaccion con AlIR atn no ha
sido incluida en el modelo de regulacidén anteriormente descripto.

Los sitios especificos de unién del regulador AlIR han sido caracterizados y los
mismos son casi completamente palindrémicos. La proximidad de estos sitios de unién
a los sitios de inicio de la transcripcion de los genes que regula permiten inferir que
este represor inhibe el inicio de la transcripcion por la ARN polimerasa debido a un
impedimento estérico o por inhibicion por contacto. AlIR se une como tetrameto a los
sitios operadores, este estado oligomérico se produce por interaccion dimero-dimero
de los extremos C-terminales. La formacién de los dimeros por el contrario, se da
mediante los extremos N-terminales de los monémeros [109].

Por otro lado, el regulador AllS no ha sido ampliamente caracterizado, el mismo
pertenece a la familia LysR, estos reguladores requieren de la interaccién con una
molécula co-inductora que produce un cambio conformacional y aumenta la afinidad
de unidn a los sitios especificos en el ADN. Esta molécula seria alantoina segun el

modelo de regulacién anteriormente descripto [95].
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En B. subtillis, existe un unico regulador transcripcional, PucR, que posee una
funcién dual de activador y represor. Este regulador no solo controla la expresion de
los genes de degradacion de alantoina sino también la de otros genes involucrados en
el metabolismo de purinas. En condiciones de limitacién de nitrégeno y exceso de
purinas o intermediarios de degradacidon de estas moléculas, se activa la expresion de
PucR que, por un lado, reprime los genes que codifican para el complejo XDH y su
propia expresion, mientras que por otro lado, activa los genes que codifican para las
enzimas del metabolismo de acido urico y alantoina como UO, alantoinasa, alantoato
amidohidrolasa, ureidoglicolato liasa y el gen que codifica para la adenina deaminasa.
La expresion del gen pucR a su vez estaria regulada por el regulador global del
metabolismo de nitrégeno en B. subtillis, TnrA [97, 107].

El mecanismo de regulacion del catabolismo de purinas en B. subtillis es distinto
al propuesto en E. coli, y PucR no presenta homologia con los reguladores AlIR o AllIS
de esta bacteria [107]. En Pseudomonas aun no se conoce el regulador transcripcional

de los genes implicados en el metabolismo de purinas o alantoina.
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Figura 5. Regulon alantoina en E. coli.
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Metabolismo de purinas en S. coelicolor

En el género Streptomyces las vias de recuperacion de purinas que permiten el
mantenimiento de la homeostasis de estos compuestos o las vias catabdlicas que
permiten la utilizacién de purinas como fuente de nitréogeno o carbono han sido poco
estudiadas [110]. Unicamente cuatro enzimas de esta via 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 conversién de inosine-5'-fosfato (IMP) en hipoxantina
[111], luego la oxidacion de hipoxantina a acido urico 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 oxidacién de acido urico a alantoina
ocurre mediante tres pasos enzimaticos donde Unicamente se conoce el primer paso
mediado por la enzima UO, que oxida el acido urico a HIU [113] (Figura 6). Las
reacciones catalizadas por XDH y UO generan moléculas de H,0, por lo que también se

encuentran asociadas a esta via enzimas catalasas.

IMP
l HPRT

Adenina —> Hipoxantina
07 +H0

H20, D/ \< P XdhABC

DHOP Xantina €— Guanina

07 +Hp0 02 +H0
! > \ / < XdhABC
202

Acido urico
02 +Hy0
H202> ‘l‘ vo
HIU

|
l

Alantoina

Figura 6. Metabolismo de purinas en S. coelicolor.

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

[115] y cataliza una reaccidon reversible, encontrdndose involucrada tanto en el
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anabolismo como en el catabolismo de nucledtidos. La direccion de la reaccidn
depende de la expresion de la enzima XDH que desplaza la reaccién a favor de la
formacién de acido urico y el catabolismo de IMP [116, 117]. Se supone que la
expresion de HPRT es constitutiva durante todo el crecimiento del organismo por lo
gue, en presencia de hipoxantina agregada al medio de cultivo, la reaccién se desplaza
hacia la sintesis de IMP. Sin embargo, en fase exponencial tardia la proteina XDH
comienza a expresarse y la reaccidn se desplaza a favor del catabolismo de este
nucledtido. Este fendmeno se encuentra favorecido en condiciones de escasez de
nitréogeno [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*? o Fe*? como las
uricasas eucariotas [120].

La proteina UO es de gran interés biotecnoldgico ya que es utilizada en el
tratamiento terapéutico de la enfermad de la gota y ademas para ensayos de
diagnostico de acido urico donde este se utiliza como reactivo principal. En la
actualidad se utiliza la proteina UO de Aspergillus flavus obtenida de manera
recombinante en S. cerevisiae. Sin embargo, los estudios en busca de proteinas mas
adecuadas contindan hoy en dia luego del descubrimiento de otras enzimas implicadas
en el catabolismo de 4&cido urico [83]. Estudios bioinformaticos realizados
recientemente determinaron que la enzima UO de una especie poco conocida de
Streptomyces, S. bingchenggensis BCW-1, seria buena candidata para aplicaciones
médicas debido a una mayor especificidad de sustrato para acido Urico

[121].

Otra enzima caracterizada del metabolismo de purinas en el género
Streptomyces es la enzima adenosina deaminasa que cataliza la deaminacion
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
identificacion de tres genes (xdhABC) que codificarian para subunidades de un

complejo XDH. XdhA forma el centro de unién de hierro-azufre [2Fe-2S], XdhB une el
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dinucledtido de flavina-adenina (FAD) y XdhC es la subunidad de union a
molibdopterina. Este complejo proteico no fue purificado pero se determind su
actividad mediante ensayos enzimaticos realizados en extractos proteicos totales
provenientes de una mutante en los genes xdhABC y comparando con la cepa parental.
En estos estudios también se caracterizé 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 inactivacion del mismo tiene
efectos sobre la produccion de antibidticos y el desarrollo morfolégico de la cepa de S.
coelicolor. Los autores sostienen que este efecto se deberia una expresion inapropiada
del complejo XDH en la mutante XdhR™, que provocaria un aumento en los niveles de
xantina y GTP en las células y consecuentemente un aumento de molécula
sefializadora (p)ppGpp [124].

El metabolismo a partir de alantoina y la incorporacion de las moléculas de
degradacion 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 unica fuente de nitrégeno y asumieron la
existencia de estas enzimas [117]. De manera similar, Elzainy y EI-Awamry sostuvieron
lo mismo debido al crecimiento de S. viridiviolaceus en hipoxantina y xantina como
Unica fuente de nitrégeno. Estos autores fueron mas 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 alantoina como etapa final del metabolismo de purinas, su regulacién
y el efecto de este metabolismo sobre la produccion de antibidticos en S. coelicolor.

Es por esto que nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

* Identificar y caracterizar las enzimas involucradas en el metabolismo
de alantoina en S. coelicolor.

e Estudiar la regulacién transcripcional de la via de degradacion de
alantoina S. coelicolor.

e  Estudiar el efecto del metabolismo de alantoina y su regulacion sobre

la produccién de antibidticos de S. coelicolor.
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Cepas bacterianas y plasmidos

Todas las cepas de E. coliy S. coelicolor, plasmidos y oligonucledtidos mas relevantes

de este trabajo de tesis se listan en las Tablas I, Il y Il1.

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

Referencia o

Cepas Descripcion Fuente
E. coli
E. coliK-12 F lacU169 (p80lacZAM15) endA1 recAl
DH5a [126]
hsdR17 deoR supE44 thi-1-12 gyrA96 relAl
supE44 hsdS20 ara-14 proA2 lacY galk2 rpsL20 xyl-5
ET 12567 [127]
mtl-1 dam dcm hdsM (CmF)
E. coli BF ompT gal dcm lon hsdSB(rB" mB’) A(DE3
BL21(DE3) [128]
[lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])
S. coelicolor
M145 Cepa parental SCP1" SCP2" [129]
AlIR M145 SC0O6246::Tn5066, Hng Esta tesis
AlIB M145 SCO6247::Tn5062, Am® Esta tesis
Alc M145 SC06248::Tn5062, Am" Esta tesis
AceB1 M145 SC06243::Tn5062, Am® Esta tesis
Gl M145 SC06201::Tn5062, Am" Esta tesis
Hyi M145 SCO6206::Tn5062, Am® Esta tesis
UreB M145 $SC01235::Tn5062, Am® Esta tesis
AlIR AceB1’ AlIR’, SC06243::Tn5062, Hyg" Am® Esta tesis
AlIR Gcl AlIR’, SC06201::Tn5062, Hyg" Am® Esta tesis
AlIR Hyi AlIR’, SCO6206::Tn5062, Hyg" Am® Esta tesis
AP-AlIB M145 APallR-allB Esta tesis
AlIR/allR AlIR" attgpri::pJM12, Hng KmF Esta tesis
AlIR Hyi/hyi AlIR Hyi" attgpriz:pLN27, Hyg® Am® Km® Esta tesis
AP_AlIB/allR AP_AIIB attggri::pJM12, KmR Esta tesis
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AP_AlIB/allB-alc

AP_AIIB attygri::pLNO9, Km®

Esta tesis

Tabla Il. Plasmidos utilizados en este trabajo de tesis

Plasmido

Descripcion

Referencia o
Fuente

2H4.2.D01(Hyg")

PUC Km®) para conjugacién entre

Césmido (rep
E.coli — Streptomyces con una insercién del Tn5066

(oriT, Hyg") en el gen sco6246

[130]

AH10.1.F09

PUC Km®) para conjugacién entre

Césmido (rep
E.coli — Streptomyces con una insercién del Tn5062

(oriT, Am®) en el gen sco6247

[130]

2H4.2.G01

PUC KmF®) para conjugacién entre

Césmido (rep
E.coli — Streptomyces con una insercion del Tn5062

(oriT, Am®) en el gen sco6248

[130]

2H4.2.A01

PUC KmF) para conjugacién entre

Césmido (rep
E.coli — Streptomyces con una insercion del Tn5062

(oriT, Am") en el gen sc06243

[130]

SC2G5.2.F07

PUC Km®) para conjugacién entre

Césmido (rep
E.coli — Streptomyces con una insercién del Tn5062

(oriT, Am") en el gen sc06201

[130]

2STG1.1.A10

PUC Km®) para conjugacién entre

Césmido (rep
E.coli — Streptomyces con una insercién del Tn5062

(oriT, Am") en el gen sco1235

[130]

2G5.2.G11

PUC Km®) para conjugacién entre

Césmido (rep
E.coli — Streptomyces con una insercion del Tn5062

(oriT, Am®) en el gen sc06206

[130]

pET28a

Vector de expresion de proteinas recombinantes

bajo el promotor del fago T7, Km"®

Novagen

pCR®-Bluntll-
TOPO®

Plasmido para el clonado de fragmentos de ADN

romos, Km®

Invitrogen

puUZ8002

Plasmido helper utilizado en conjugacién E. coli-S.

[129]
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coelicolor, Km®

Plasmido helper utilizado en conjugacién E. coli-S.

B. Julien

pKOS111-47 R (comunicacion

coelicolor, Ap
personal)

Vector conjugativo e integrativo en Streptomyces

pSET152 basado en el sistema de recombinacion del fago [131]
$C31, Am®
Vector conjugativo e integrativo en Streptomyces

pRT802 basado en el sistema de recombinacion del fago [132]
$BT1, Km®

pLNO4 oriT, conteniendo los genes allR-alc, Am® Esta tesis

Tesina Juan

Derivado pRT802 conteniendo el gen sco6246 bajo

pIM12 . Pablo
el control de su propio promotor (PallR), Km

Macagno

Derivado pRT802 conteniendo el gen sco6247 bajo

pLNO6 R Esta tesis
el control de su propio promotor (PallB), Km
Derivado pRT802 conteniendo el gen sco6248 bajo

pLNO7 q Esta tesis
el control del promotor PallB, Km
Derivado pRT802 conteniendo el gen sco6247 vy el

pLNO9 gen sco06248 bajo el control del promotor PallB, Esta tesis
Km®
Derivado pRT802 conteniendo el gen sco6206 bajo

pLN27 ] Esta tesis
el control de su propio promotor (Phyi), Km
Derivado pRT802 conteniendo el gen sco1235 vy el

pLN32 gen 1236 bajo el control de su propio promotor Esta tesis
(Pure), Km"®
Derivado pET28a(+) conteniendo el gen SC06246

pLNO2 R Esta tesis
bajo el control del promotor T7, Km
Derivado pET28a(+) conteniendo el gen SC06247

pLNO3 Q Esta tesis
bajo el control del promotor T7, Km

pLNO5 Derivado pET28a(+) conteniendo el gen SC06248 Esta tesis
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bajo el control del promotor T7, Km®

Derivado pET28a(+) conteniendo el gen SCO6206

pLN16 Q Esta tesis
bajo el control del promotor T7, Km
Derivado pET28a(+) conteniendo el gen SCO6205
pLN24 Q Esta tesis
bajo el control del promotor T7, Km
Derivado pRT802 conteniendo el promotor
pTR285 R [9]
constitutivo PermE*, Km
Derivado pTR285 que contiene los genes Tesina Juan
pXE1 reporteros xyITE bajo el control del promotor Pablo
constitutivo PermE* Macagno
Tesina Juan
Derivado pTR285 que contiene los genes
pXE2 Pablo
reporteros xyITE sin promotor
Macagno
Tesina Juan
Derivado pRT802 conteniendo los genes xyITE bajo
pJM27 Pablo
el control del promotor PallR
Macagno
Tesina Juan
Derivado pRT802 conteniendo los genes xyITE bajo
pJM28 Pablo
el control del promotor PaceB1.
Macagno
Tesina Juan
Derivado pRT802 conteniendo los genes xyITE bajo
pJM31 Pablo
el control del promotor PallB
Macagno
Derivado pRT802 conteniendo los genes xyITE bajo
pLN39 Esta tesis
el control del promotor Phyi
Tabla Ill. Oligonucleétidos utilizados durante el desarrollo de esta tesis.
Sitio de

Nombre

Secuencia (sentido 5°-3)

restriccion

P6247_40 bp (1)

CTGCTTGCTGGAATTCTAATTCCGCTTTGTGGAAACGTCC

P6247 40 bp (2)

GGACGTTTCCACAAAGCGGAATTAGAATTCCAGCAAGCAG
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Mutl CTGCTTGCTGGAATTCTAAACTGGCTTTGTGGAAACGTCC -
Mut2 GGACGTTTCCACAAAGCTGACTTAGAATTCCAGCAAGCAG -
Mut3 CTGCTTGCTGGAATTCTAAACTGGCTTTGTATTGACGTCC -
Mut4 GGACGTTTCCACAAAGCTGACTTAGAATAACAGCAAGCAG -
Mut5 CTGCTTGCTGGAATTCTAATTCCGCTTTGTATTGACGTCC -
Mut6 GGACGTTTCCACAAAGCGGAATTAGAATAACAGCAAGCAG -
RThrdBR GTTGATGACCTCGACCATGT -
RThrdBL CAAGGGCTACAAGTTCTCCA -
RTactllORF4R TACACGAGCACCTTCTCACC -
RTactllORF4L TGGAATCGTATCGGAATCTC -
RTaceB1R CGGAAGTTCTTGACGATG -
RTaceB1L GGAACGAGGTCTTCGTCGTCTT -
RTallBL GCACTACCTCACGCTCACC -
RTallBR AAGTCGTCGGTCTTGAGGTC -
RTalcL ACGCCTCCAACCTCTTCTAC -
RTalcR ATCCAGTCGTTGCCCTTG -
RTallRL ACGGGGACGAGATCGTGT -
RTallRR GCGTGGTGATGGTCTTGTC

sc06246_Spe TTTACTAGTTCAGGCGGCCGGGTTGCC Spel
sc06247_Nde TTTCATATGTCCGAAGCTGAACTG Ndel
sc06247_Spe TTTACTAGTTCAGGCCCGGTCGAG Spel
5c06248 Nde TTTCATATGACGGCCCAGCAGAACAC Ndel
$c06248_Spe TTTACTAGTCAGCCGCCCAGTTCCTGG Spel
sc06206_Nde TTTCATATGGGATTCGCAGACCAGCGCTTC Ndel
$c06206_Spe TTTACTAGTCAGCGGGCCGCGCGGGCCCC Spel
5c06205_Nde TTTCATATGAGCACGCTCCCAAGGTCG Ndel
sc06205_Spe TTTACTAGTTCAGACCTGGTCGCCGGAG Spel
sc01236_Nde TTTCATATGCAACTGACCCCGCACGAGCAG Ndel
sc01235_Spe TTTACTAGTCAGGCATCGAGGGCACCTCCG Spel
P6247 Not TTTGCGGCCGCACGTTCCTTTCGGGG Not/
P6247_Nde GGGCATATGCCGGATCCCCTTCTCTGC Ndel
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P6206_Not TTTGCGGCCGCTCACCGCTCGCCCTCTCCC Notl
P6206_Nde TTTCATATGCCACGGCGCGAGGGAAGGCG Ndel
P1236_Not TTTGCGGCCGCAGCACCGGGGGCCGGAC Notl
P1236_Nde TTTCATATGCCACCTCACAGGGCATC Ndel
PaceB1_BamHI | TTTGGATCCTTGAGTGAGCGAGGTGGC BamH|
PaceB1_Nde TTTCATATGCTGTCACTTCCTTCAGC Ndel
$c06201_Nde TTTCATATGGCTCGTATGACCGCTGC Ndel
$c06201_Spe TTTACTAGTCAGACCTTCAGCGTCCT Spel
$c06243_C GCGGACGACTCCTGGAAG -
$c06243_D TGCCGAGGTCCAGCAGAC -
Sco1235_Nde TTTCATATGATCCAGAGATCCTCTTC Ndel
Sco1235_Spe TTTACTAGTCAGGGAGGGCACCTCCG Spel
EZR1 ATGCGCTCCATCAAGAAGAG -
EZL2 TCCAGCTCGACCAGGATG -

Los nucleédtidos en negrita corresponden a los sitios de restriccion especificados en la

ultima columna de la tabla. Los nucledtidos subrayados corresponden a la secuencia original

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

Mut2, Mut3, Mut4, Mut5 y Mut6).

Medios de cultivo

Medios de cultivo sélidos [129]

Soja — Manitol (SM)

Este medio de cultivo se utilizé para la seleccion de exconjugantes en los

experimentos de conjugacion E. coli — Streptomyces, para el mantenimiento de cepasy

la preparacion de esporas.

FAY =Y U 20g
MaNTTOl.eeeiiiiee i 20g
Harina de soja.....cccccceeveiiiiiiiiieeee, 20¢g
HoO de la canilla.....cooviieeiiniieeieieee e csp.1L
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Medio minimo suplementado sélido
Este medio de cultivo se empled para el estudio de la produccién de antibidticos
de S. coelicolor. Se utilizé acetato 0,5% p/v como fuente de carbono y 0,2% casa

aminodacidos como fuente de nitrégeno.

Difco Casa aminOACidOs .....eeeeeeevievnrreeeeeeeeeeeinnneneen, 2g
BUSFEr TES ..ottt 573¢g
FY =Y P 24 g
HoO oo, csp. 1L

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

NaH,P0,4+ K;HPO4 (50 mM cada uno)................. 2 mL
IMIZSO4 (1M) ettt eee e 1mL
Elementos traza........cccccceveviiiiiiiiiiiii 0,2 mL

La solucidn de elementos traza contiene: 0,1 g/L de ZnS0,4.7H,0, FeS04.7H,0,
MnCl,.4H,0, CaCl,.6H,0 y NaCl.

Medios de cultivo liquidos [129]
2xYT

Usado para germinar esporas de Streptomyces en los experimentos de

conjugacion.

Difco Bacto triptona......ccccevveeeeiviiieeeerieee e l6g
Difco Bacto extracto de levadura........ccccveeeeeennnnnns 10g
NAC e 5g
[ 71O csp. 1L

TSB (Caldo Triptona Soja)
Este medio se utilizd en la preparacion de micelios para la posterior extraccidon

de ADN gendmico.
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Medio minimo suplementado liquido (MM)
Este medio fue utilizado para realizar los estudios de crecimiento, fusiones
reporteras, producciéon de antibidticos y determinaciones de amonio y urea.
Como fuente de carbono se utilizé alternativamente glucosa 1% P/V o alantoina
20 mM. Como fuente de nitrégeno se utilizd casa aminoacidos 0,2%, alantoina 20 mM,
urea 40 mM o (NH4),S0; 80 mM. Los medios se denominaron MM-GC, MM-GCA, MM-
GA, MM-A, MM-GU y MM-GN.

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

NaH,PO,4+ K;HPO,4 (50 mM cada uno)................. 1mL
MgS04.7H20 (24 8/L) v 2,5mL
Buffer TES (0,25 M PH 7.2) ceeveeeereeeeeerereseeeennen 10 mL
Antiespumante (1% P/V)....ocooveeeeveeeieeeecieeeeveens 1mL
Elementos traza.........cccccevvviiiiiiiiiiiii 0,1 mL

La solucién de elementos traza es igual a la de médio minimo sélido.

Luria Bertani (LB) [133]
Este medio, tanto liquido como sdlido, se utilizd para mantener y crecer cepas de

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

Peptona de caseiNa.....cccccuvveeeeeeeeieeicirreeeeee e, 10g
Extracto de levadura .......ccccceveeeivecciveeeenieeeeeinneeeen, 5g
- [ PRSPPI 5g
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Ajustar a pH 7 con NaOH
Para la obtencién de medio sélido se suplementé el mismo agar hasta una

concentracion final de 1,5 % (P/V).

Condiciones de crecimiento
Preparacidn de esporas de Streptomyces
Una colonia aislada fue repicada y esparcida en direcciones perpendiculares con
palillo sobre placas de medio sélido soja-manitol (SM). Estas luego se incubaron por 6
dias a 302C 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 -80°C.

Cultivos de Streptomyces en medio liquido

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

Las curvas de crecimiento se realizaron mediante extracciones proteicas totales
de cada alicuota de cultivo (1 mL) tomada a diferentes tiempos, para esto cada
alicuota fue centrifugada a maxima velocidad y la preparacién proteica se realizod
mediante sonicacion a 25 % de amplitud, 5 veces x 10 segundos cada vez (VibraCell
Ultrasonic Processor-Sonics & Materials Inc.). Posteriormente, se centrifugo a 14000
rom y la concentracion proteica en el sobrenadante se determiné por el método que

se describe en la pagina 46. Cada determinacion se realizd por duplicado.

Cultivos de E. coli en medio liquido
Las cepas bacterianas se inocularon desde medio sélido a una absorbancia inicial
(DOgoonm) de 0,01 y el volumen del medio de cultivo (LB) en ningln caso supero la
qguinta parte del recipiente. Los cultivos crecidos durante toda la noche (ON) fueron

diluidos 1:100 en medio LB fresco o fueron recolectados por centrifugacion. Cuando
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fue necesario, el medio fue suplementado con 100 pg ml™ ampicilina (Ap), 20 pg ml™
cloramfenicol (Cm), 50 pg mI™ kanamicina (Km), 50 pg ml™* apramicina (Am) o 100 pg
ml™ higromicina (Hyg) para el mantenimiento de los plasmidos. Para el crecimiento se

utilizaron bafios termostatizados a 372C con vigorosa agitacion.

Transformacién de E. coli

La cepa Escherichia coli DH5a [126] fue utilizada para los subclonados de rutina.
Las cepas de E. coli utilizadas fueron transformadas por golpe térmico en presencia de
CaCl, siguiendo los métodos convencionales [133]. Brevemente, a partir de 10 ml de
cultivo de fase logaritmica (DOgoonm de aproximadamente 0,5) crecido a 37 0C, se
colectaron por centrifugacién (10 min, 4000 X g, 4 0C) las células correspondientes a 1
ml de cultivo, se lavaron con 1 ml de Solucién 1 de transformacion estéril (10 mM
Solucién MOPS y 10 mM KCI, pH 7) y luego se resuspendieron en 1 ml de la misma
solucidn. Las células se recuperaron por centrifugacién y se resuspendieron en 1 ml de
Solucién 2 (0,1 M MOPS, 50 mM CaCl,, 10 mM KCl, pH 6,5) y se incubaron 15 min. a 4
°C en bafio de hielo. Para la transformacion, las células se centrifugaron y
resuspendieron en 0,1 ml de la Solucidn 2, se agregd 1 - 200 ng de ADN en un volumen
menor a 10 Y, y finalmente la mezcla se incubd 30 min a 4 °C en bafio de hielo. Luego
se transfirié a un bafio de agua a 42 °C durante 1 min y posteriormente se incubaron 2
min més en hielo. Las células se incubaron en 1 ml de medio LB durante 1 h a 37 °C y
una alicuota de 100 Ul de esta preparacion fue sembrada en una placa con medio LB

agar con los antibidticos apropiados para la seleccidon de las transformantes.

Expresion heterdloga de proteinas en E. coli

Para la expresion de proteinas heterdlogas en E. coli se utilizé la cepa BL21 (DE3)
transformada con los plasmido pLNO2, pLNO3, pLNO5, pLN16 o pLN24. La cepa BL21
(DE3) es una cepa de E. coli B lisogénica con ADE3, un profago derivado del fago A que
expresa la T7 ARN polimerasa a partir del promotor lacUV5, el cual es insensible a
represion por catabolito (glucosa) e inducible por lactosa o su analogo isopropil-B-D-
tiogalactopirandsido (IPTG).

Luego de crecer esta cepa hasta una DOggonm = 0,5-0,6 a 37°C, se adiciond IPTG

0,5 mM final para inducir la expresion de la proteina Hisg-Sco6246 (AlIR), Hisg-Sco6247
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(AlIB), Hise-Sco6248 (Alc), Hisg-Sco6206 (Hyi) o Hisg-Sco6205 (GIxR). Los cultivos fueron
crecidos durante la noche a 20°C, para favorecer el correcto plegado de la proteina y
evitar la formacién de agregados proteicos.

Las células fueron cosechadas, lavadas y resuspendidas en solucién A (Tris-HCI 50
mM pH 8, NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM). Luego se agregd PMSF 0,1 mM final. Los
extractos proteicos se prepararon y analizaron como se describe posteriormente en la
pagina 44.

En el caso de la expresion de la proteina recombinante AllB, el medio de cultivo
LB se utilizé como tal o fue inicialmente suplementado con 1mM CoCl, o 1 mM ZnCl,
para la preparacion de extractos proteicos totales, o con 1ImM CoCl, para la

purificacion de la proteina [134].

Conjugacion E. coli — Streptomyces

Para la transferencia de plasmidos movilizables entre E. coli y S. coelicolor se
siguid una técnica modificada del método original [131]. La conjugacidn intergenérica
se realizé utilizando como cepa dadora E. coli ET12567 (Cm")/pKOS111-47 (Ap") vy
como cepa receptora S. coelicolor M145 (parental). El plasmido pKOS111-47
proporciona las funciones de transferencia a pldsmidos que contienen un origen de
transferencia oriT, pero no puede autotransferirse por poseer una mutacién en su
propio oriT [135].

Por cada conjugacion, 108 esporas de Streptomyces se agregaron a 500 pl de
medio 2xYT y se germinaron por calentamiento a 502C durante 10 min. Las células
posteriormente se sembraron en placas de medio soja—manitol (SM) suplementado
con MgCl, 10 mM. Luego sobre las esporas se sembraron con ansa por medio de
estrias las células dadoras ET12567/pK0S111-47 conteniendo el vector a transferir. Las
placas se incubaron a 30°C durante la noche y luego se cubrié cada placa con 1 ml de
dH,0 conteniendo 0,5 mg acido nalidixico y 2,5 mg Km, 0,5 mg Am o 0,5 mg Hyg segun
el marcador utilizado en el vector. Finalmente, las placas fueron incubadas en estufa a

30°C durante 3 a 4 dias hasta la aparicion de las transconjugantes.
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Construccidon de mutantes insercionales de S. coelicolor

Para la construccion de mutantes insercionales se utiliz6 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 transposon
Tn5062 y los césmidos usados originalmente en el proyecto de secuenciacidon del
genoma de S. coelicolor [130]. Cada uno de los césmidos mutantes que constituyen
esta biblioteca posee la inactivacion por transposicidn de un Unico gen de S. coelicolor.
Cada una de las inserciones del Tn5062 fue primero aislada en E. coli y luego mapeada
mediante secuenciacién del ADN. Ademas, la incorporacion de un origen de
transferencia, oriT (RK2), en el transposdén permite que cada césmido pueda ser
movilizado dentro de S. coelicolor por un experimento de conjugacién, dando
exconjugantes con la disrupcion génica deseada con alta eficiencia [131]. De esta
manera, utilizando cdsmidos con inserciones en cada uno de los genes de interés, y por
medio de experimentos de conjugacién entre E. coli-Streptomyces, se obtuvieron
cepas mutantes en AlIR" (sco6246), AlIB" (sco6247), Alc (sco6248), Gcl (sco6201),
AceB1 (sco6243) y Hyi (sco6206). En el caso de la mutante AlIR, primeramente se
realizé un cambio del gen de resistencia a apramicina del transposon Tn5062 por el
gen de resistencia a higromicina (Hyg) utilizando el transposon Tn5066 del plasmido
pQM5066. Para esto este plasmido fue digerido con Pvull y con mismo se transformé
una cepa de E. coli DH5a que expresa el sistema de recombinacion fago A Red,
obteniéndose de esta manera el coésmido 2H4.2.D01* (Hyg®) (Tabla I11) [137].

Para la construccion de las cepas dobles mutantes insercionales se partié de la
cepa AIIR'(Hng) y sobre esta se realizd el experimento de conjugacion con E. coli
previamente transformada con el cosmido de interés. De esta manera se obtuvieron
las cepas mutantes AlIR'Gcl’, AlIR'AceB1” AlIR'Hyi" y AlIR” UreB (sco1235).

Estas cepas se seleccionaron por su resistencia a apramicina (AmR) y/o
higromicina (Hyg") y sensibilidad a kanamicina (Km?®). La confirmacién del genotipo de
las cepas mutantes se realizd mediante PCR. Para esto se extrajo ADN gendmico de
cada cepa mutante obtenida, el cual se utilizd como molde en las reacciones de PCR.
Se utilizaron los pares de cebadores correspondientes a cada gen junto con
oligonucledtidos EZR1 y EZL2 hibridan sobre el transposon Tn5062 en direcciones

opuestas hacia afuera del mismo y sirven para determinar los sitios de insercidn (Tabla
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[11)[136]. En este caso fueron utilizados para la confirmacion de las cepas mutantes

(Figura 7).
] _ EZR1
Am OorT —>
Tn5062
—
EZL2
sc06243 D
—>
[ ——  aceB1 (sco6243)
<«—
sco6243 C

Figura 7. Representacién esquematica de la insercién del transposdn Tn5062 en el gen aceB1 (sco6243).
Se destaca la orientacién del gen de resistencia a apramicina (AmR) y las posiciones de los cebadores

usados en las reacciones de PCR se indican con flechas.

Construccidon de mutante AP-AlIB

Para la construccion de esta cepa se utilizo el plasmido suicida movilizable pLNO4
(pagina 55). El mismo se utiliz6 para transformar una cepa de E. coli ET12567
(Cm®)/pKOS111-47 (Ap") y posteriormente se transmitié por conjugacion a la cepa S.
coelicolor AlIR (Hng). Se seleccionaron cepas apramicina e higromicina sensibles, las
candidatas a presentar un doble evento de recombinacién. Las mismas se chequearon

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

Deteccidn de la produccion de metabolitos secundarios

Debido a que los antibidticos actinorrodina y undecilprodigiosina son coloreados
es posible observar la presencia de los mismos durante el crecimiento de S. coelicolor
en medio liquido. Varios ensayos espectrofotométricos han sido reportados para el
analisis de actinorrodina y undecilprodigiosina [20, 138]. Estos analisis se basan en el
color diferente y el corrimiento de absorbancia mdaxima observados para estos dos
compuestos en soluciones acidas y alcalinas. Actinorhodina (y sus congéneres) es azul
en soluciones alcalinas fuertes, mientras que undecilprodigiosina es rojo en soluciones

acidas.
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Determinacion de actinorrodina
Se sonicaron (7 segundos, 25% amplitud en VibraCell Ultrasonic Processor-Sonics
& Materials Inc.) 0,5 ml de cultivo y se agregaron 250 pl de KOH 3 N para dar una
concentracion final de 1 N (pH = 14,0). Se mezclé vigorosamente durante 15 min y
luego se centrifugd a 4000 g por 5 min. Se recuperd el sobrenadante y se midid la
absorbancia del mismo a 640 nm (Absgsonm). La concentracion de actinorhodina pudo
ser calculada usando su coeficiente de extincion molar (en KOH 1 N) a 640 nm, €sa0nm =

25.320 M cm™ [19]. PM = 620 g mol™.

Determinacion de undecilprodigiosina
Se cosecharon 0,5 ml de cultivo por centrifugacién a 5.000 g por 10 min. Se
descarto el sobrenadante (el compuesto estd en la membrana) y se resuspendieron las
células en 0,5 ml de metanol. Luego de acidificar con 10 ul de HCl 1 N (pH = 1,5), se
mezcld vigorosamente durante 15 min y se centrifugd a 4000 g por 5 min. Por ultimo,
se colectd el sobrenadante y se midid la absorbancia a 530 nm (Abss3onm). La
concentracion de undecilprodigiosina pudo ser calculada usando el coeficiente de

extinciéon molar (en HCI 1 N) a 530 nm, €s30nm = 100.500 M*em? [20]. PM =393 g mol’

1

Analisis in vitro de proteinas
Preparacion de extractos proteicos de E. coli

Para grandes volumenes de cultivo, la ruptura celular se llevé a cabo utilizando
una celda de presién (French Pressure Cell Press, SLM Instruments Inc.) donde cada
muestra se sometid a 2 ciclos de presion-descompresién a 2000 psi.

Volumenes pequefios fueron tratados por sonicacién durante 5 series de 10 s a
25% amplitud usando un VibraCell Ultrasonic Processor (Sonics & Materials, Inc.).
Posteriormente, los restos celulares se clarificaron por centrifugacién a 14000 g
durante 30 min. La porcion soluble fue tomada del sobrenadante y empleada como
extracto proteico total libre de células tanto para la purificacion de las proteinas
recombinantes como para la realizacion del analisis de expresién por SDS-PAGE. Todos

los pasos se realizaron a 4°C.
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Purificacion de proteinas de fusion por cromatografia de afinidad

Para la purificacion de proteinas expresadas como proteinas de fusion a una
secuencia de polihistidina se siguid el protocolo de purificacion de proteinas solubles
descripto por QIAGEN. Los extractos proteicos totales libres de células fueron
sembrados tres veces a una columna de afinidad de Ni**-NTA (Acido Nitrilo-Tricloro-
Acético)-Agarosa (1 ml de resina) equilibrada previamente con la solucion A (Tris-HCI
50 mM pH 8, NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM). La columna fue seguidamente lavada
con 20 volumenes de la solucién de equilibrado y posteriormente las proteinas unidas
a la columna fueron eluidas usando un gradiente discontinuo creciente de imidazol
(40, 60, 80, 100, y 200 mM). Las fracciones del eluido fueron colectadas y la presencia
de proteinas fue analizada mediante SDS-PAGE (Figura 16, pagina 82).

Las fracciones que contenian las proteinas purificadas fueron dializadas a 4°C
frente a 100 volumenes de una solucion amortiguadora Tris 50 mM pH 7,4, glicerol
20%. Se realizaron 2 cambios de dicha solucion cada 12 horas. Todos los pasos se
realizaron utilizando membranas de didlisis de corte 12 kDa pretratadas por ebullicién
durante una hora en agua destilada y EDTA para remover las trazas de metales
pesados.

Posteriormente, las proteinas fueron separadas en alicuotas, congeladas en

nitrogeno liquido y almacenadas a -80°C.

Tratamiento con Trombina

El corte de la fusidn N-terminal a His fue realizado con la proteina Hisg-Sco6246
unida a la resina de Ni**-NTA — Agarosa. Para ello fue llevado a cabo el protocolo de
purificacion a partir de 500 mL de cultivo de E. coli BL21(DE3)/pLNO4. Habiéndose
encontrado en purificaciones anteriores que Hisg-Sc06246 eluye de la columna a una
concentracion de 200-250 mM imidazol, se realizaron los lavados correspondientes
hasta la fraccion de 100 mM imidazol. La columna fue lavada con 5 mL de solucidn de
digestion para Trombina (Tris 50 mM, NaCl 300 mM, CaCl, 5 mM, DTT 1mM), vy a
continuacion la resina fue resuspendida en 4 mL de la misma solucién conteniendo
trombina 5 pg/mL. Se realizaron dos digestiones de 3 y 16 horas con agitacion a

temperatura ambiente. Posteriormente el sobrenadante fue separado, la resina fue
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lavada 2 veces con la solucion Ay tratada luego con solucion A + 250 mM imidazol para
extraer las proteinas cuya fusién a His N-terminal no hubiese sido removida y aun
permanecieran unidas a la resina. Las distintas fracciones fueron recolectadas y

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

Dosaje de proteinas
La concentracion de proteinas fue determinada mediante el método descripto
por Bradford [139], usando como patrén una solucion de albumina sérica bovina (BSA)

de concentracion conocida.

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

Los extractos proteicos y las proteinas purificadas se analizaron mediante
electroforesis en geles de acrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE),
utilizando la celda Mini-gel PROTEAN Il (BioRad) y el sistema discontinuo de Laemmli
[140]. La electroforesis se realizd Unicamente con fines analiticos en condiciones
desnaturalizantes y reductoras. Las muestras se incubaron en soluciéon de siembra
(glicerol 5%, SDS 2%, B-mercaptoetanol 0,1%, azul de bromofenol 0,1 mg/ml) durante
3 min a 1002C y posteriormente se sembrd 1 ug de proteina aproximadamente por
calle (limite de deteccién de la tincién con azul brillante de Coomassie). Se usd un
sistema discontinuo que consiste en un gel de concentracidn (poliacrilamida 4,5% en
Tris-HCl 0,126 M, pH 6,8, SDS 0,26% p/v) seguido por un gel de separacién
(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 utilizd6 una solucién
amortiguadora de Tris 0,3% p/v, glicina 1,44% p/v y SDS 0,1% p/v y se aplicé una
corriente constante de 30 mA por gel. En todos los casos, la relacidén
acrilamida:bisacrilamida utilizada fue 30:1.

Luego de la electroforesis, para detectar proteinas totales los geles se fijaron en
acido acético 10% V/V, se tifieron con azul brillante de Coomassie R-250 durante 15
min y se destifieron por ebullicién en dH,0 durante 10 min. Como marcadores de peso
molecular se utilizaron: lisozima (14,4 kDa), inhibidor de tripsina de soja (21,5 kDa),
anhidrasa carbdnica (31 kDa), ovoalbumina (45 kDa), albumina sérica bovina (66,2 kDa)

y fosforilasa B (97,4 kDa).
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Transferencia e inmunodeteccion de proteinas (Western blot)

Luego de la corrida por SDS-PAGE, la electrotransferencia de proteinas se llevo 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
solucién de transferencia (15,6 mM Tris, 120 mM glicina, 20 % V/V metanol, pH 8.8) al
menos por 2 hsa 250 mA a 4 °C.

Para detectar proteinas fusionadas a colas de histidina, se empled la técnica
recomendada por el fabricante de los anticuerpos anti-His (QlAgen). Después de la
transferencia, las membranas se lavaron durante 10 min 2 veces en soluciéon de TBS
(10 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl), y se incubaron durante 1 h con solucién
bloqueante (3% P/V BSA en TBS). Luego se lavd 10 min dos veces mas con TBS-
Tween/Triton (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 500 mM NaCl, 0.05% V/V Tween 20, 0.2% V/V
Triton X-100), y 10 min mas con TBS. Posteriormente se agregd el anticuerpo anti-His
(1:3000) en solucién bloqueante y se incubaron 1 h mas en las mismas condiciones. A
continuacion, las membranas tratadas con anti-His fueron lavadas dos veces durante
10 min. con TBS-Tween/Triton y 10 min mas con TBS. Luego fueron incubadas durante
1 hora con el anticuerpo secundario (anti-lgG de ratdon) conjugado con la enzima
fosfatasa alcalina (BioRad, dilucién 1:3000), en solucion bloqueante. Se lavaron 10 min
4 veces mas con TBS-Tween/Triton y se revelaron utilizando como sustratos de la

fosfatasa alcalina NBT y BCIP (Sigma).

Analisis transcripcional de fusiones reporteras
Ensayo de actividad catecol 2,3-dioxigenasa

Se utilizaron los genes reporteros xyITE, que codifican para la enzima catecol 2,3-
dioxigenasa (XylE), y para una proteina tipo ferredoxina que evita su inactivacion por
oxidacién (XylT) [142].

La actividad de los promotores PallR, PallB, PaceB1 y Phyi se ensayd utilizando
los plasmidos pJM27, pJM28, pJM31 y pLN39, respectivamente. Como control positivo
del sistema reportero xyITE se analizo el perfil de expresién de la fusion PermE*-xyITE
contenida en el vector pXE1l. Como control negativo se utilizd el plasmido pXE2. Los

plasmidos portadores de las distintas fusiones reporteras fueron introducidos en la
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cepa E. coli ET12567/pK0S111-47 y luego conjugados en las cepas de S. coelicolor
M145 y AlIR".

Las distintas cepas asi construidas (Tabla 1) fueron crecidas en MM-GC vy se
tomaron muestras de 10 mL a 24 horas de crecimiento. La actividad catecol 2,3-
dioxigenasa se midié 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
solucion de Tris 100 mM pH 8 fria, centrifugadas nuevamente y resuspendidas en
soluciéon amortiguadora fosfato 100 mM pH 7,5, EDTA 20 mM pH 8,0, acetona 10%
V/V. La disrupcién de las células se realizd por sonicacidn, 4 series de 10 segundos a
20% de amplitud y con 30 s de intervalo. Seguidamente, se agrego Tritdn X-100 en una
concentracién 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 determind la concentracién de
proteinas totales del sobrenadante como se describié anteriormente. A continuacién,
volimenes definidos se agregaron a 500 pL de solucion de ensayo (solucién
amortiguadora fosfato 10 mM pH 7,5, catecol 0,2 mM). El cambio en la absorbancia se
siguid a 375 nm. Cada muestra se midié 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 reaccién. La
actividad se calculd a partir de la pendiente de la region lineal de la gréfica

Absorbancias;s nm Vs. tiempo (min) y se refirid a la cantidad de proteina agregada:

AADbS3750m 1

X
tiempo(min)  ugprot

mUesp = 30,03 x

Determinaciones enzimaticas
Determinacion de actividad alantoinasa y alantoicasa
Para la determinacién de la actividad alantoinasa se utilizé alantoina (2.5- 120
mM) como sustrato y se realizé un ensayo espectrofotométrico discontinuo acoplado a
la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). La mezcla inicial de reacciéon contenia
alantoina en buffer trietanolamina-HCl 50mM pH 8.2, en un volumen final de 0,36 mLy
se incubd en un bafio termostatizado a 30°C. La reaccidn se inicié con el agregado de

proteina AlIB y se tomaron alicuotas a diferentes tiempos luego del agregado de la
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enzima. La reaccion se detuvo por tratamiento acido mediante el agregado de 0,5 mL
de HCI 0,5 N y calentamiento a 100°C durante 2 min. Este tratamiento descompone el
alantoato formado en glioxilato y urea. Posteriormente se neutralizd el pH por
agregado de 0,5 mL de de buffer fosfato de potasio 0,5 M pH 7.5 y se agregd NADH en
una concentracion final de 0,5 mM y 1U de LDH. Se determind la disminucién de la
absorbancia a 340 nm por oxidacién de NADH [143].

Para la determinacion de la actividad alantoicasa se realizd un ensayo
colorimétrico discontinuo determinandose la formacién de urea en funcion del tiempo.
La mezcla inicial de reaccidon contenia 90 mM alantoato en buffer trietanolamina-HCl
50mM pH 8.2 en un volumen final de 0,5 mL y se incubd en un bafio termostatizado a
30°C. La reaccidn se inicio con el agregado de proteina Alc y se tomaron alicuotas de 50
pL a diferentes tiempos luego del agregado de la enzima. La reaccién se detuvo por
calentamiento a 100°C durante 2 min. La formacién de urea se determind con el kit
Urea Color 2R Wiener Lab. Brevemente, se incubd 1 pL de cada alicuolta con 100 pL de
reactivo | (200 mM buffer fosfato, 750 mM acido salicilico, 20 mM de sodio
nitroprusiato y 10 mM EDTA) junto con una soluciéon de enzima ureasa 75 U/mL,
durante 5 min a 37°C. Luego se agregaron 100 pL de reactivo Il (10 mM de hipoclorito
de sodio en 0,1 M hidréxido de sodio) y se incubd durante 5 min a 37°C. El amonio
formado se determind por espectrofotometria a 570 nm.

Para descartar la actividad alantoato amidohidrolasa, se realiz6 un ensayo
utilizando el kit Urea Color 2R Wiener Lab sin el agregado de ureasa. Este ensayo
permite determinar si existe generacién previa de amonio en la reaccién. La
determinacidn colorimétrica se realizé6 nuevamente a 570 nm.

El ensayo acoplado se realizd en buffer trietanolamina-HClI 50mM pH 8.2
utilizando alantoina como sustratro, en un volumen final de reaccién de 0,36 mL. La
mezcla de reaccidn se incubd en un bafio termostatizado a 30°C. Se determind la
formacidén de urea en funcién del tiempo con el kit Urea Color 2R Wiener Lab como fue
detallado anteriormente. Para la determinacion de actividad alantoinasa se agregod un
exceso de un exceso de proteina Alc (relacion AlIB : Alc 1 : 10 U). Para la determinacion
de actividad alantoicasa se agregd un exceso de proteina AlIB (relacion AllB : Alc 10 : 1
U). Como controles de este ensayo, se verificé la ausencia de reaccion colorimétrica sin

agregado de proteina AllB o sin agregado de proteina Alc a la mezcla de reaccién.
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Una unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima capaz

de catalizar la formacion 1 umol de producto por minuto.

Determinacion de actividad hidroxipiruvato isomerasa y tartronato semialdehido
reductasa

Las actividades enzimaticas hidroxipiruvato isomerasa y tartronato semialdehido
reductasa se determinaron mediante un ensayo acoplado espectrofotométrico
continuo. La mezcla inicial de reaccién contenia hidroxipiruvato (2.5 a 120 mM) y 0,4
mM de NADH en 100mM buffer fosfato de potasio pH 7. El volumen final de reaccién
fue de 0,5 mLy se incubd previamente a 30°C en un bafio termostatizado. La reaccion
se inicid con el agregado de enzima. Para la determinacion de actividad hidroxipiruvato
isomerasa se agregoé un exceso de un exceso de proteina GIxR (relaciéon Hyi : GIxR 1 : 10
U). Para la determinacion de actividad tartronato semialdehido reductasa se agregdé
un exceso de proteina Hyi (relacion Hyi : GIxR 10 : 1 U). La reaccién se siguiod
espectrofotométricamente a 340 nm por oxidacion de NADH.

Como controles de este ensayo, se verificd la ausencia de cambio en Ia
absorbancia a 340 nm sin agregado de proteina Hyi o sin agregado de proteina GIxR a
la mezcla de reaccion.

Una unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima capaz

de catalizar la formacion 1 pmol de producto por minuto.

Marcacion isobdrica para la cuantificacion 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 um, se
lavaron con una solucién de PBS pH 7.5 (8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g Na,PO,, 0.24 g
KH,PO4 por litro) y se resuspendieron en buffer de lisis (50 mM Tris—HC| 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 removié mediante centrifugacion a 10,000 g por 10 min a
4°C.

Posteriormente, el lisado fue tratado con DNAasal (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 liofilizacidon. Las proteinas
liofilizadas fueron luego digeridas con tripsina y marcadas con reactivos iTRAQ como
describe el protocolo de fabricacion. Brevemente, 50 ug de proteina de cada condicién
y dos duplicados biolégicos fueron tratados con 50 mM tris (2-carboxietil) fosfina
(TCEP) durante 1 hora a 60°C vy los residuos de cisteina fueron alquilados con 200 mM
metil metano-tiosulfonato (MMTS) a temperatura ambiente durante 15 min. La
digestion enzimatica fue realizada con tripsina (Promega, Gold trypsin; 1:20, w/w)
durante 16 horas a 37°C. La marcacion se realizé durante 2 horas con un marcador
reactivo de grupo amino isobdrico por cada muestra y las mismas se juntaron,
evaporaron hasta secado completo en una centrifuga de vacio y resuspendieron en
buffer SCX (10 mM K,HPO4 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

catidnico (AB Sciex).

Analisis por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa (LC-MS)

Las muestras se analizaron usando un nano-LC hibrido Triple-TOF 5600 (AB-Sciex)
equipado con un sistema Shimadzu Prominence nano-LC. El LC se utilizd con una
columna C18 (Vydac MS C18 300 A 150x0,3 mm, GRACE Davison, Discovery Sciences,
USA) operada a 30°C con un gradiente de 0 a 80 % acetonitrilo (en 0,1 % acido férmico)
durante 220 min con una velocidad de flujo de 3 pl/min.

Los péptidos se pulverizaron con una fuente Nano-ESI Ill. Las especificaciones de
gas y voltaje se ajustaron segun fue necesario. Las proteinas se identificaron a partir de
los datos del espectro de fragmentacion adquiridos de 1-4 péptidos cargados con una
ventana de seleccidén de precursor de 100 a 1,800 m/z, usando fragmentos de 0,5 s
seguidos de la adquisicidon de datos de 20 péptidos con intensidad sobre 100 cuentas
entre m/z de 40-1.800 con energia de colision 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 proteinas 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
Extraccion de ADN gendmico de S. coelicolor

La extraccion de ADN se realizd segun 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 uL de cultivo y se centrifugd 5
min a 14000 rpm. Luego de un lavado con dH,0, las células se resuspendieron en 300
uL de buffer de lisis (Tris-HCI 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 uL de
SDS 10 % V/V, se vortered 10 s, se agregro 85 uL de NaCl 5M y nuevamente se
vortereo por 10 s. Luego se agregaron 400 puL de fenol, se mezcld por agitacion durante
30 s y se centrifugd 10 min a 14000 rpm. El sobrenadante se transfiridé a otro tubo y se
agregd 400 plL de cloroformo. Nuevamente, se mezcld por agitacidn, se centrifugd y se
tomo el sobrenadante. Para precipitar el ADN se agregaron 500 plL de isopropanol, se
mezclo por inversion y se dejé reposar 5 min a temperatura ambiente. Se centrifugo y
elimind la solucién dejando el ADN en el fondo del tubo. Finalmente, se realizé un
lavado con 1 mL de etanol 70 % V/V y luego de eliminarlo se dejé secar 30 min™ hora a

temperatura ambiente. Para la resuspension se agregaron 100 plL de dH,0.

Extraccion de ADN plasmidico de E. coli
Los plasmidos utilizados fueron preparados mediante el kit comercial Wizard"
Plus SV Minipreps DNA Purification (Promega), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Tratamiento con enzimas de restriccion, ligasa y fosfatasa alcalina
Las condiciones generales para los tratamientos de ADN con enzimas de
restriccion y fosfatasa alcalina, y las reacciones de ligaciéon con T4 ADN ligasa, fueron
realizadas mediante los métodos convencionales descriptos por Kieser [129] vy

Sambrook [133] , y a partir de las recomendaciones de los proveedores de las enzimas.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La secuencias gendmicas fueron obtenidas del sitio “StrepDB - The Steptomyces

Annotation Server” (streptomyces.org.uk). A partir de las mismas se realizé el disefio
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de los oligonucledtidos necesarios para llevar a cabo las distintas reacciones de PCR.
Sus secuencias se detallan en la Tabla lll.

Se disefiaron los oligonucledtidos de manera que hibriden en los extremos de la
region a amplificar e incluyan sitios de restriccion para el subclonado posterior del
fragmento amplificado (Tabla Ill).

La mezcla de reaccion, en un volumen final de 25 ul, consisitio de Buffer Tag ADN
polimerasa 1X, MgCl, 2 mM, DMSO 1%, 20 pmoles de cada oligonucledtido, 1 ul de
ADN gendmico obtenido por el método anteriomente descripto o 20 ng de ADN
molde, 0,5 U de Tag ADN polimerasa y 0,075 mM de cada uno de los dNTPs (dCTP,
dATP, dGTP, dTTP). Se completd el volumen restante con agua Milli-Q. En algunos
casos se utilizéd Pfu ADN polimerasa (Promega) y el buffer correspondiente.

Las reacciones de amplificacion respetaron el siguiente protocolo bdsico de
amplificacidn, el cual se ajustd en cada caso particular segun el tamafio del fragmento
a amplificar y las secuencias de los cebadores. Después de una primera etapa de
desnaturalizacion del ADN genémico a 94°C durante 5 min, se programaron 30 ciclos
de amplificacidon con los siguientes parametros: desnaturalizacién a 94°C por 40 s,
hibridacion a 52-60°C por 40 s, y elongacion a 72°C por 30-100 s. Para la extension final
de los fragmentos amplificados, la reaccidn fue continuada durante 5 min a 72°C, y fue
terminada a 15°C. La temperatura de hibridacion se definio en base al par de
cebadores utilizado. Los tiempos de elongacién de la segunda etapa se calcularon en
base a la velocidad de sintesis promedio de las ADN Polimerasas utilizadas (Tag ADN
Polimerasa, 1000 nt min'; Pfu ADN Polimerasa, 500 nt min™). Se utilizé un equipo

MyCycler™ Thermal Cycler BIO-RAD o Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400.

Secuenciacion de nucleétidos
Todos los fragmentos amplificados se verificaron por secuenciacion de ADN. Las
reacciones de secuenciacion fueron realizadas por el servicio “DNA Sequencing
Facility” de la Universidad de Maine, Estados Unidos, sobre una muestra de ADN
plasmidico obtenida utilizando el kit comercial Wizard~ Plus SV Minipreps DNA
Purification (Promega). El analisis de las secuencias se realizé utilizando el programa

SeqMan Il (DNASTAR Inc.).
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Construccion de plasmidos

Los genes sc06246, sco6247, sco6248, sco6206 y sco6205 fueron amplificados
por PCR con los pares de oligos sco6246 Spe y sco6246 Nde, sco6247 Spe y
sc06247 Nde, sco6248 Spe y sco6248 Nde, sco6206 Spe y sco6206_Nde,
sc06205_Spe y sco6205_Nde (Tabla Ill), respectivamente, y posteriormente clonados
en el vector pCR-Bluntll-TOPO. Este vector fue digerido con las enzimas de restriccidon
Ndel y Notl, y el fragmento que contenia a cada uno de los genes mencionados fue
clonado en el plasmido de expresion pET28a (+), (el cual contiene seis codones de
histidina corriente arriba del sitio Ndel) dando origen al pldsmido pLN02, pLNO3,
pLNO5, pLN16 y pLN24 respectivamente. Por otro lado, utilizando la misma
metodologia que para la construccion del vector pJM12 (tesina de licenciatura de Juan
Pablo Macagno), por digestién con Ndel-Spel de los vectores pLNO3, pLNO5 y pLN16 se
obtuvieron los fragmentos de los genes sc06247, 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 lll), se obtuvieron los productos de PCR Not/-Ndel que contienen los
promotores putativos del correspondiente gen, que fueron clonados en el vector pCR-
Bluntll-TOPO y posteriormente digeridos con Not/-Ndel. 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 Notl y Spel, dando origen a los plasmidos
pLNO6, pLNO7 y pLN27.

El plasmido pLN39 contiene el gen reportero xyITE bajo el control del promotor
del gen sco6206. Para construir este vector, el fragmento Not/-Ndel de dicho promotor
se clono junto con un fragmento Ndel-Spel conteniendo los genes xyITE en el vector
pRT802.

Para la construccion 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 Ill) y posteriormente se clono en el vector pCR-Bluntll-
TOPO. Este vector fue digerido con las enzimas de restriccion Ndel y Spel,
obteniéndose un fragmento que contenia a estos genes. Por otro lado, con el par de
cebadores P1236_Not y P1236_Nde (Tabla Ill) se obtuvo por PCR un fragmento de ADN

Notl-Ndel que contenia el promotor putativo del gen sco1235 que fue clonado en el
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vector pCR-Bluntll-TOPO, y posteriormente digerido con Not/-Ndel. Finalmente, ambos
fragmentos se clonaron en el vector integrativo pRT802 digerido con Notly Spel.

El vector pLNO4 fue utilizado para la generacién de cepa mutante AP-allB. Para la
construccion del mismo se digirid previamente el vector pLNO2 con HindllI-Ndel
obteniéndose un fragmento que contenia al gen sco6246, por otro lado, se digiri6 el
vector pLNO7 con Ndel-Spel obteniéndose un fragmento con el gen sco6248. Estos
fragmentos fueron clonados en el vector pSET152 previamente digerido con Hindlll-
Xbal, esta digestion libera la region codificante de la integrasa en el mismo,
volviéndolo un plasmido no integrativo. Este clonado fue posible debido a la

compatibilidad de sitios entre Spel y Xbal.

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 concentracion de agarosa utilizada varid
entre 0,9y 2 % P/V, segun el tamano de los fragmentos a separar. Los geles se
prepararon en solucion TAE (Tris-Acetato 40 mM pH 8, EDTA 1 mM) conteniendo
bromuro de etidio 0,3 pug ml™. La corrida electroforética se realizé en solucién TAE a un
voltaje constante de 90 V. Los fragmentos de ADN fueron visualizados mediante un
transiluminador de luz UV. Como marcador de peso molecular se utilizé el bacteriéfago

A digerido con BstEll.

Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa
Se emplearon los kits comerciales QlAquick (QIAGEN), y GFX PCR DNA and Gel
Band Purification (Amersham Pharmacia), siguiendo las instrucciones de los

respectivos fabricantes.

Determinacion de concentracion de ADN en solucion acuosa
Sobre una dilucién adecuada de la muestra de ADN, se obtuvo el valor de
absorbancia a 260 nm. La concentracidon de ADN en solucién se determiné empleando

la relacion 1 UAsgonm = 50 pg ml™ de ADN doble hebra [133].
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Generacion de sondas de ADN radiactivas

Las sondas radiactivas PallR-allB, PaceB1 y Phyi fueron obtenidas mediante PCR
utilizando como molde los pldsmidos 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 marcacion de cada oligonucledtido (10 pmoles) se realizé por 1 h
a 37 °C en presencia de 3 pl [y-32P]-dATP (3000 Ci mmol™, 10 mCi mlI?), la enzima T4
Polinucledtido Kinasa y el buffer suministrado por el fabricante (Promega) en un
volumen final de 20 pl.

Luego de purificar cada cebador marcado en columnas de Sephadex G-25, las
reacciones de amplificacién se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones: en un
volumen final de reaccién de 50 ul se adiciond Buffer Tag ADN polimerasa 1X, MgCl, 3
mM, 0,3-10 pmoles del oligonucleétido marcado (dependiendo del rendimiento
obtenido en cpm), 12 pmoles del oligonucleétido no marcado, 0,1 pg de ADN
plasmidico correspondiente, DMSO 1X, 1 U de Taqg ADN polimerasa y 0,25 mM de cada
uno de los dNTPs (dCTP, dATP, dGTP, dTTP). Se completd el volumen restante con agua
Milli-Q.

El tamafo de los amplicones fue de 270 pb (PallR-allB), 190 pb (PaceB1) y 450 bp
(Phyi) y se utilizé el mismo protocolo de amplificacion para los tres. Después de una
primera etapa de desnaturalizacion del ADN plasmidico a 94 °C durante 75 s, se
programaron 35 ciclos de amplificacion con los siguientes parametros:
desnaturalizacién a 94 °C por 40 s, hibridacion a 51 °C por 40 s, y elongacién a 72 °C
por 30 s. Para la extension final de los fragmentos amplificados, la reaccion 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 especifica 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 regién intergénica
de los genes sco6246 y sco6247 (PallR-allB), y las regiones promotoras de los genes

5c06243 (PaceB1) y sco6206 (Phyi). Las reacciones de unién (volumen final 20 pl) entre

56



MATERIALES Y METODOS

la proteina AlIR purificada y las sondas (3000 cpm por reaccion) se llevaron a cabo en la
soluciéon de unidn, Tris-HCI 25 mM pH 7,4, MgCl, 10 mM, NaCl 150 mM, Tritén X-100
0,01%, 1 pg poli-dIidC, glicerol 5 %, durante 20 min a 37 °C. Las muestras fueron
sembradas en geles de poliacrilamida 6 % no desnaturalizantes y la electroforesis se
realizé a 4°C, y 150 V durante aproximadamente 2 h en buffer TBE 0,5X pH 8 (Tris base
44,5 mM; Acido Bérico 44,5 mM; EDTA 1 mM). Los geles fueron preparados con una
solucién filtrada de acrilamida-bisacrilamida en relacién 30:1, mas glicerol 5 % P/V
final. Se realizd 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 vacio en Gel Dryer
MODEL 583 (BIO-RAD) durante 50 min a 80 °C, revelados por autorradiografia
mediante exposicidn 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 competicidén (en un exceso molar de
50 o 100 veces) fue incubado con la proteina AlIR en la solucidon de unidn durante 10
min a 37 °C, luego se agregd la sonda marcada y se incubo la mezcla por 20 min a 37
°C.

La sonda PallR-allB de 40 bp correspondiente a la regién protegida en los
ensayos de proteccion por DNAasa | 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, Mutl y Mut2 para la mutaciéon TTCC por ACTG, Mut5y
Mut6 para la mutacion GGAA por ATTG y Mut3 y Mut4 para ambas mutaciones (TTCC
por ACTGy GGAA por ATTG) (Tabla Ill), marcados radiactivamente en su extremo 5’
tal como se describid previamente en ésta seccion. Para el anillado se diluyeron 600
pmoles de cebadores en 30 pl finales de H,0, luego de calentar la mezcla a 95 °C se
dejo enfriar lentamente. Las sondas obtenidas se utilizaron como tales.

Para analizar el efecto de las moléculas de alantoina, alantoato, glioxilato,
xantina y urea en la afinidad de AlIR por su sitio de unién en el ADN, se realizaron
ensayos de retardo en gel en las condiciones ya descriptas. Antes de la adicién de la
sonda radiactiva, se agregd a la mezcla de reaccion la molécula en estudio. Las

soluciones stock de los compuestos fueron preparadas a una concentracién final de
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200 o 100 mM dependiendo del caso vy utilizando buffer de unién para su disolucion y

fueron preparadas frescas para cada ensayo.

Ensayos de proteccion por DNAasa |

Para la realizacién de estos estudios se seleccioné previamente en funcién de los
ensayos de retardo el gel, la relacion de concentracién adecuada de proteina AllR-
sonda de ADN. Las concentraciones de AlIR utilizadas fueron 0,2 y0,35mM 00,2,0,5y
1,7 uM dependiendo del caso.

Se incubaron sondas marcadas radioactivamente correspondientes a los
promotores PaceB1 y PallR-allB (50000 c.p.m.) con diferentes cantidades de proteina
AlIR purificada en un volumen final de 200 pL de buffer de unién (ver ensayo de
retardo en gel, pagina 56) durante 20 min a 30 °C.

Los fragmentos de ADN se digirieron parcialmente con DNAasa | (Promega)
durante 4 min a temperatura ambiente y la reaccidn se detuvo con el agregado 510 plL
de una solucién de 20 mM EDTA pH 8,0, 200 mM NaCl, 100 pg/mL ARN de levaduras
(Ambion, 7120G) y 750 pl fenol/cloroformo (1:1).

La precipitacion del ADN se llevo a cabo con 1 mL de etanol 100%, el pellet se
lavé con etanol 70 % V/V y se resuspendié en 5 ul de una mezcla formamida-colorante
de siembra. Luego se calentd hasta desnaturalizacion (2 min a 94 °C) e
inmediatamente se puso en hielo. Los productos de digestién 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 secuenciacién apropiadas se sembraron junto a las reacciones de
digestion y se utilizaron como marcador para la identificacién de las secuencias
protegidas. Los resultados se visualizaron y digitalizaron utilizando un scanner

Storm167 840 (Amersham).

Transferencia de ADN a membranas de nylon e hibridizacién con sondas radioactivas
(Southern blot)

Aproximadamente 10 g de ADN gendmico de las cepas a analizar fueron
digeridos toda la noche con un exceso de Notl, 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 tratd dos veces con
HCl 0,25 N durante 15 min., con el fin de provocar una hidrélisis parcial de los
fragmentos de mayor tamafio, mejorando la eficiencia de la transferencia de éstos y su
union a la membrana. El ADN se desnaturalizé 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 neutralizd
por lavado en 0,2 M Tris-HCI pH 7,4, 0,6 M NaCl. El gel asi tratado se colocd 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
colocd la membrana, y sobre ella una columna de papel absorbente. Luego de 16 h se
retiré la membrana y el ADN se fijo 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 oligonucledtidos RTallRL y
sc06246_Spe detallados en la Tabla Ill. La sonda, de 470 bp, se marcé radiactivamente
por la técnica de “iniciacion al azar” utilizando el sistema “Prime-a-gene” (Promega).
Esta técnica utiliza una mezcla de todos los hexanucleétidos posibles (algunos de ellos
seran complementarios al ADN molde) como iniciadores y una mezcla de los tres dNTP
y 185 MBq de [a0-*’P] dATP. La prehibridacion se realizé durante 2 horas y la
hibridacién durante toda la noche a 65 °C usando SSC 5X, Denhardt’s 5X (Albamina 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 °C con SSC 2X — SDS 0,1 % (P/V). La lectura fue

desarrollada y digitalizada con un scanner Storm 840 (Amersham).

Métodos bioinformaticos

Las secuencias de nucledtidos y proteinas fueron analizadas usando el programa
BLAST [145] y los alineamientos de secuencias proteicas fueron creados usando el
método ClustalW [146]. Se utilizd la herramienta MEME (Multiple EM for Motif
Elicitation) para la busqueda de motivos en secuencias de ADN y la herramienta MAST
(Motif Alignment & Search Tool) para la busqueda de estos motivos en el genoma de S.
coelicolor [147].

El servidor Softberry BPROM se utilizé para realizar predicciones de promotores

bacterianos (www.softberry.com).
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El servidor Primer3Plus se utilizd para el disefio de oligonucledtidos para RT-PCR

[148].

Manipulaciéon de ARN
Extraccidon de ARN

Un volumen de 3 ml de un cultivo en fase exponencial o estacionaria de
crecimiento se centrifugd a 4000 x g durante 10 min para bajar las células. Luego de
descartar el sobrenadante, las mismas se resuspendieron en 100 uL de buffer de
dilucion del kit SV total RNA isolation system (Promega). A partir de este momento se
trabajo en hielo.

Las células resuspendidas se lisaron mediante 5 pulsos de sonicacion de 10 s a 25
% de potencia con intervalos de enfriamiento de 30 s. El lisado se centrifugd a 12000 x
g durante 20 min y el sobrenadante se pasé a un tubo eppendorf limpio.

A partir de este punto se sigue el protocolo de extraccién proporcionado por el
fabricante.

La cuantificacion de las muestras de ARN se llevd a cabo a midiendo la DOy,
teniendo en cuenta que un valor de 1 corresponde a una concentraciéon de ARN de 40
pug/ml. La pureza de las muestras fue analizada determinando por la relacién
DO260/D02s0.

La integridad y concentracidén del ARN fue examinada mediante electroforesis en
geles de agarosa 2 % (P/V). La corrida se llevd 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.

Sintesis de ADNc
La sintesis del ADNc se realiz6 incubando 2 pg de ARN total con la enzima
transcriptasa reversa Superscript Il (Promega) de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. Se utilizaron 0,5 pg de hexanucleétidos al azar como cebadores de la

reaccion.
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PCR semicuantitativa
Esta PCR se realizd de la misma manera que la reaccion de PCR convencional
descripta en la seccidn reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (pagina 52), solo que
en este caso, se utilizd 1 uL de ADNc como molde. Los cebadores utilizados fueron
RTallRR y RTallRL, RTallBR y RTallBL, y RTalcR y RTalcL (Tabla Ill) para el andlisis de la

expresion de los genes allR, allB y alc, respectivamente.

Amplificacion 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 pl, el cual contenia buffer de
reaccién comercial (Invitrogen Life Technologies) 1 X, MgCl, 3 mM, mezcla equimolar
de dNTPs 200 uM, SYBR Green 0,5 X, ambos cebadores 0,5 uM, 0,8 U de enzima
PIatinum®Taq DNA polimerasa (Invitrogen Life Technologies) y 1 ul de ADNc molde. Las
mezclas de reaccién fueron sometidas, luego de una desnaturalizacidn inicial de 2 min
a 95 °C, a 40 ciclos de desnaturalizacion (durante 15 s a 95 °C), anillado (15sa 58°C) y
polimerizacién (20 s a 68 °C). Después del ultimo ciclo se realizd6 una etapa de
polimerizacién de 2 min a 72 °C. Los valores de corte (Ct) fueron determinados en
funcién del umbral determinado por defecto por el equipo, éste se define como el
punto al cual la fluorescencia sobrepasa considerablemente la fluorescencia de base.
Para la cuantificacion relativa se utilizé el método de Pfaffl, calculdndose las eficiencias
como alli se indica [149]. Para ello se utiliz6é como molde ADN gendmico de S.
coelicolor M145 en el rango 0,5- 30 ng/ul para todos los pares de cebadores.

La expresion de cada gen analizado se normalizd con la expresién del gen de
referencia hrdB. Los pares de cebadores utilizados en este ensayo fueron RThrdBR y
RThrdBL para el gen hrdB, RTactllORF4R y RTactllORF4AL para el gen act/lORF4,
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 Ill.

Determinaciones de amonio y urea
Los valores de urea y amonio se cuantificaron mediante la utilizacién del Kit Urea
Color 2R Wiener Lab. Se tomaron alicuotas de 50 ulL 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 agrego la enzima ureasa

a la mezcla de reaccidn.

Anidlisis 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 pL de metanol 100 % previamente enfriado a -20 °C.
Luego se agregaron 25 pl de ribitol (0,3 mg/mL) que se utilizé como estandar interno
para la cuantificacién. Se agité durante 15 min a 70 °C y se dejo enfriar a temperatura
ambiente. Luego se agregaron 350 uL de cloroformo y se agité durante 5 min a 37°C.
Finalmente, se adicionaron 750 uL de dH,0 y se centrifugo a 2,200 x g por 15 min. El
volumen final se separo en alicuotas de 250 pL y se secéd en una centrifuga al vacio
Speed Vac sin calentamiento.

La metodologia de extraccién anteriormente descripta, particion liquida y
derivatizacidn se realizaron segun descripto por Lisec et al. [150]. Se utilizaron cuatro
replicados bioldgicos por tratamiento con un segundo grupo de replicados técnicos
para la determinacién. El analisis por cromotografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masa (GC-MS) se realizé utilizando el sistema cromatogéfico
Autosystem XL acoplado a un espectro de masa Turbo (Perkin EImer) en la Facultad de
Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas-UNR.

Las inyecciones de 1 plL 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 diametro interior y particula de 0,25 pm 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 utilizdé 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 retencidn se compararon con la
coleccién 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 2 650 y retenciones del indice de derivatizacion menores al 1.0
%.

La altura de los picos se normalizé con la cantidad de peso fresco de la muestra 'y
ribitol como estandar interno. Las cantidades relativas de metabolitos y los estudios
estadisticos se realizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) utilizando el

programa Sigma Stat 3.1.

Analisis de lipidos

La extraccion de lipidos totales se realizd 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 cromatrografia 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- acido acético (80:20:1 V/V) como solvente para la
resoluciéon de triacilglicéridos (TAGs). Las fracciones lipidicas fueron visualizadas por

tincidon con Cu-fosforico.
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METABOLISMO DE ALANTOINA EN S. coelicolor

65



CAPITULO |

Estudios protedmicos para la identificacion de proteinas de la via de la alantoina
Estudios previos en bacterias del género Streptomyces demostraron que las
mismas eran capaces de crecer con purinas o sus derivados, como hipoxantina, xantina
o acido urico, como Unica fuente de carbono y nitrégeno [110, 125]. Estos trabajos
permitieron describir parte de las enzimas involucradas en la degradacién de purinas a
alantoina. Sin embargo hasta el momento no se han descripto enzimas de degradacién
de alantoina en este género bacteriano [115, 122, 123]. Como punto de partida de este
trabajo se verificd que S. coelicolor fuera capaz de utilizar adenina, guanina o xantina
como Unica fuente de nitrégeno y carbono. Una vez corroborado esto, para comenzar
con los estudios del metabolismo de alantoina en S. coelicolor, se determind la
capacidad de la cepa parental M145 de crecer en alantoina como Unica fuente de
carbono y/o nitrégeno. Para esto se comparo el crecimiento de S. coelicolor M145 en
medio minimo liquido suplementado con alantoina como Unica fuente de carbono y
nitrégeno (MM-A) y suplementado con glucosa como fuente de carbono y alantoina
como fuente de nitrogeno (MM-GA), con el crecimiento en medio minimo liquido
suplementado con glucosa y casa aminoacidos (MM-GC) (Figura 8 A). Durante estos
estudios se evidencidé una alteracion en la produccién de antibidticos de S. coelicolor
(Figura 8 B) en presencia de alantoina, tanto en MM-A como en MM-GA que se tratara
sobre el final de este capitulo. Primeramente, nos centramos en la caracterizacién de

las enzimas de esta via metabdlica.
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M145 MM-GC  M45 MM-GCA M145 MM-GA  M145 MM-A

Figura 8. A) Curva de crecimiento de la cepa parental S. coelicolor M145 en medio minimo liquido
suplementado con alantoina como Unica fuente de carbono y nitrogeno (MM-A), con glucosa como
fuente de carbono y alantoina como fuente de nitrégeno (MM-GA) y con glucosa como fuente de
carbono y casa aminoacidos como fuente de nitrogeno (MM-GC). B) Produccion de antibidticos de la

cepa parental S. coeliclor M145 en MM-GC, MM-GCA y MM-GA.

Con la idea de identificar las proteinas involucradas en el catabolismo de
alantoina se realizaron experimentos protedmicos comparando el proteoma de la cepa
S. coelicolor M145 crecida en medio minimo suplementado con glucosa y alantoina
(MM-GA) contra el proteoma de esta cepa crecida en medio glucosa y casa
aminodacidos (MM-GC). Estos ensayos se plantearon con el objeto de encontrar un
aumento de la expresion de las proteinas involucradas en el metabolismo de alantoina
cuando la cepa es crecida en presencia de alantoina 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 mas de 450 proteinas totales (con al menos dos péptidos con 99%
de confianza), de las cuales aproximadamente 70 presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos medios a cada uno de los tiempos
analizados (Tabla IV, V y VI). Dentro de estas 70 proteinas se seleccionaron aquellas
que presentaron un incremento en sus niveles de expresion en medio suplementado
con alantoina y se compararon con proteinas previamente identificadas en el
metabolismo de alantoina en otros organismos utilizando la herramienta
bioinformatica 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 logré identificar 5 proteinas en fase exponencial de

crecimiento con incrementos de mas de 4 veces en sus niveles de expresion en medio
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suplementado con alantoina. Estas proteinas fueron alantoicasa (Alc), tartronato
semialdheido reductasa (GIxR), 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 proteina putativa ureidoglicolato
liasa también mostré un aumento en su nivel de expresion en presencia de alantoina
aunqgue el incremento fue de 2,2 veces. Por otro lado, la proteina Sco6204, que
presenta un alto porcentaje de similitud con enzimas catalasas, también mostrd un
marcado aumento de la expresion en medio con alantoina (incremento de 6,3) [18]. La
mayoria de estas proteinas también presentaron un aumento de la expresién en MM-
GA durante fase estacionaria de crecimiento, sin embargo, algunas de ellas no

pudieron ser detectadas (Tabla IV).

Tabla IV. Proteinas putativas del metabolismo de alantoina de S. coelicolor identificadas por

protedmica.
Proteina :Lz:illl;‘)agaa % Sim° | Funcién r‘24h | r"46h | Referencia
GIxR tartronato
scoe20s | GXR (E-coli) 43% | semialdehido | 10,44 |3591 | [152]
reductasa

Hyi, . . . hidroxipiruvato
$C06206 Hyi (E. coli) 34% isomerasa 9,35 343 [153]
Gcl, . o glioxilato
scoso1 | Ol (£ <ol 3% | Carboligasa | #88 | ND [154]
$C06204 KatE (E. coli) 48 % catalasa 6,32 3,15% [155]
Alc PuuF

! (Psedomonas 39% alantoicasa 6,23 ND [156]
506248 aeruginosa)
AceB1, . .
scog2a3 | AceB (E. coli) 49 % malato sintasa | 3,99* | 1,56 [157]
Ugl, Ugl (Burkholderia . Ureidoglicolato
$C02850 cepacia) 4% liasa 2,19 ND [158]

% Proteinas caracterizadas involucradas en el metabolismo de alantoina.

. Sim, similitud. Determinado utilizando BLAST.

“: Relacién 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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Proteinas del metabolismo de nitrégeno, carbono y aminoacidos

A su vez, los estudios protedmicos permitieron detectar proteinas
pertenecientes al metabolismo de nitrdgeno, metabolismo de carbono y metabolismo
de aminodacidos cuyos niveles de expresion se encontraban afectados cuando la
bacteria se crecié en medio con alantoina (Tabla V).

Por ejemplo, se detectaron proteinas involucradas en la incorporacion de
nitrégeno cuyos niveles disminuyeron en fase exponencial de crecimiento en medio
con alantoina: la proteina que una ATP (GluA), la proteina periplasmatica de union a
glutamato (GluB) y la proteina glutamina sintasa Il (GSIl). GIuA y GluB, si bien no han
sido caracterizadas en S. coelicolor, presentan una alta homologia de secuencia con el
complejo de captacion de glutamato en Corynebacterium glutamicum [159]. Por otro
lado, GSIlI es una de las principales proteinas de asimilacion de nitrégeno en S.
coelicolor, catalizando la formacion de glutamina a partir de glutamato y amonio [48].

También se lograron detectar en estos experimentos otras proteinas importantes
del metabolismo de nitrégeno como son la glutmamina sintasa | (GSl), la glutamato
deshidrogenasa (GDH) y la proteina regulatoria de nitrégeno Pl (GInB) pero los valores
de las mismas no se encontraron afectados en medio con alantoina en fase
exponencial de crecimiento.

La enzima malato deshidrogenasa (Mdh) fue la Unica proteina identificada del
ciclo de Krebs en presentar un aumento en su expresiéon tanto en fase exponencial
como en fase estacionaria de crecimiento en medio con alantoina. Esto podria deberse
a los altos niveles de malato generados durante el catabolismo de alantoina. Otras
proteinas del ciclo de Krebs cuyos niveles de expresiéon 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 disminucidn en su expresion a 24 horas de crecimiento en
MM-GA con respecto a MM-GC.

La mayor cantidad de proteinas del metabolismo de aminodcidos fue identificada
durante la fase estacionaria de crecimiento. Dos proteinas cuyos valores de expresion
se encontraron afectados a 46 horas en medio con alantoina pueden vincularse con los
resultados obtenidos en los experimentos de metabolémica (Capitulo |, pagina 92).

Una de estas proteinas es la 3-fosfoglicerato deshidrogenasa (SerA), involucrada en la
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biosintesis de serina y glicina que mostré un marcado aumento en MM-GA y podria

explicar la acumulacion de glicina observada a 46 horas de crecimiento (Figura 21). La

otra es la metilmalonato semialdehido deshidrogenasa (MsdA), una proteina de la via

de degradacion de valina que también mostré un marcado aumento de su expresion

en MM-GA correspondiéndose con la disminucion de los niveles de valina mostrado

por los estudios metaboldmicos (Figura 21).

Tabla V. Proteinas del metabolismo de nitrégeno, aminoacidos y carbono identificadas por

protedmica.

Metabolismo de

. Funcién proteica 24 h r46 h
nitrégeno
GSl, SC02198 glutamina sintetasa | 1,57 0,22
GluB, SCO5776 proteina periplasmatica de unién a 0,25 0,30
glutamato
GSllI, SC02210 glutamina sintetasa Il 0,28 0,82 *
GDH, SC04683 glutamato deshidrogenasa 1,20 * 0,98
GInB, SCO5584 proteina regulatoria de nitrégeno pll 0,72 * 0,42 *
GIuA, SCO5777 prg'feina de captacién de glutamato de 0,22 * 0,59 *
unién a ATP
Me.t ab?lismo de Funcién proteica 24 h r’46 h
aminodcidos
livC, SCO5514 acetolactato sintasa subunidad pequefia | 3,58 1,76
SerA, SCO5515 3-D-fosfoglicerato deshidrogenasa 1,16 * 2,58
SC04366 Aminotransferasa 2,56 ND
GlyAl, SC04837 serina hidroximetiltransferasa 1,28 * ND
MsdA, SC02726 écidc? metilmalonico semialdehido ND 269
deshidrogenasa
CysA, SCO4164 thiosulfato sulfurotransferasa ND 6,25
Metabolismo de Funcién proteica r"24 h r’46 h
carbono
Fba, SCO3649 fructosa 1,6-difosfato aldolasa 2,19 ND
Mdh, SC04827 malato deshidrogenasa 1,64 2,68
SC05281 2-oxoglutarato deshidrogenasa 0,49 1,81
Ppc, SCO3127 fosfoenolpiruvato carboxilasa 0,48 ND
Gap, SC01947 gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa | 0,44 ND
SucD, SC04809 succinil-CoA sintetasa subunidad alfa 0,43 ND
CitA, SCO2736 citrato sintasa 0,40 0,52
SC03877 6-fosfogluconato deshidrogenasa 0,37 ND
Idh, SCO7000 isocitrato deshidrogenasa 0,27 ND
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SucC, SC04808 succinil-CoA sintetasa subunidad beta 0,23 ND
$C02180 dihidrolipoamida deshidrogenasa 0,40 0,38
Eno, SCO3096 Enolasa 1,38 ND
Glk, SCO2126 Glucokinasa ND 0,14

®: Relacién 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 protedmicos elaboramos un esquema
(Figura 9) a modo de resumen donde se muestran las proteinas del metabolismo de
alantoina, nitrégeno y carbono cuyos niveles de expresion 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 metaboldmicos como se detalla sobre el final de

este capitulo.
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Figura 9. Representacion de las proteinas 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 proteinas que mostraron un aumento de su nivel mientras que las flechas rojas proteinas que
mostraron una disminucion en MM-GA con respecto a MM-GC. Las flechas negras representan
proteinas que si bien fueron identificadas no presentaban cambios en su nivel y las flechas grises
corresponden a las proteinas que no fueron detectadas en los estudios de proteémica pero se suponen

existirian en S. coelicolor.
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El resto de las proteinas involucradas en otros procesos metabdlicos 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 proteinas putativas identificadas por proteémica.

Otras proteinas | Funcidn proteica r*24 h r*46 h
SC02396 proteina hipotética 13,10 4,06
SCO06431 proteina hipotética 1,47 ND
$C06279 diaminobutirato-piruvato aminotransferasa | 4,00 ND
$C01080 proteina hipotética 4,08 ND
$C02008 pro.tel'rla.periplasmética de unidn a 6,14 0,34
aminodcidos
SCO6009 proteina periplasmatica de unién a soluto | 5,81 ND
SCO1074 Peptidasa 0,20 ND
$C01480 proteina 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
SC00681 ferredoxina/ferredoxina-NADP reductasa 0,39 ND
DnakK, SCO3671 | proteina de shock térmico 0,46 ND
SC06431 proteina hipotética 1,47 ND
Groell, SCO4762 | Chaperona 1,48 ND
SC01355 serina proteasa de secrecion 1,52 ND
SCO5178 Sulfurilasa 1,61 2,07
$C02492 proteina de membrana 2,45 ND
SCO05477 proteina de unién a oligopéptido 2,47 ND
SC01630 proteina de membrana 2,53 ND
AtpD, SCO5373 | ATP sintasa cadena beta 4,33 ND
GroES, SCO4761 | Chaperona 0,09 6,79
$CO2011 pr(_)'fel'na de transporte de aminoacidos de ND 0,18
unién a ATP
$CO3542 pr(_)tel'na de membrana con actividad ND 6,32
quinasa
SCO5389 proteina hipotética ND 5,94
SC04277 proteina hipotética ND 5,53
GlgX2, SCO5456 | glicosil hidrolasa ND 3,97
SC02780 proteina de secrecion ND 3,41
SC04880 Transferasa ND 2,14
Arc, SCO1648 ATPasa ND 2,12
$C01089 proteina hipotética ND 0,73
S$C04228 proteina de transporte de fosfato ND 0,65
CobN, SCO1849 | proteina de biosintesis de cobalamina ND 0,59
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S$C01925 proteina hipotética ND 0,48
SC03767 proteina hipotética ND 0,45
PstS, SC04142 proteina de unidn a fosfato ND 0,36
SCO05477 proteina de unién a oligopéptido ND 0,32
BIdKB, SCO5113 |transportador ABC lipoproteina ND 0,25
SCO01647 proteina hipotética ND 0,23
SCO1565 glicerofosforil diester fosfodiesterasa ND 0,19
SodF2, SCO0999 |superdxido dismutasa ND 0,16
$CO5520 deIta.-1—pirroIina-5—carboinato ND 0,14
deshidrogenasa
SCO1230 proteina de secrecion ND 0,05
SC06431 proteina hipotética ND 0,12

®: Relacién proteica detectada en MM-GA/MM-GC. Test de Student; P < 0.1.

ND: no detectada

Via propuesta para el metabolismo de alantoina en S. coelicolor

En base a los resultados obtenidos en los experimentos de protedmica vy

siguiendo la informacién bibliografica disponible, proponemos la siguiente via

metabodlica para la degradacién de alantoina en S. coelicolor (Figura 10). Esta via

involucra seis proteinas de las identificadas mediante protedmica (Alc, Ugl, AceB1, Gcl,

GIXR y Hyi) y otras dos proteinas (AlIB y Ure) no detectadas mediante estos

experimentos protedmicos pero su inclusion se demuestra mas adelante en este

capitulo. AlIB 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 corresponderia al complejo ureasa constituido por tres subunidades

proteicas (UreABC) y tres proteinas accesorias (UreD, UreF y UreG) [165].
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Figura 10. En verde se resalta las proteinas propuestas para la via de degradacion de alantoina en S.

coelicolor.

La primera proteina de la via, AllIB, se propone como enzima alantoinasa capaz
de catalizar la ruptura hidrolitica del enlace amida entre N3 y C4 del anillo de alantoina
generando como producto de reaccién una molécula de alantoato. Esta proteina
presenta un 36 % de similitud con la alantoinasa de E. coli [161, 166]. El alantoato
formado seria el sustrato de Alc que se propone como alantoicasa, catalizando la
formacion 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 proteinas (AlIB y Alc) fueron caracterizadas
mediante la utilizacion de herramientas bioinformaticas y ensayos bioquimicos (pagina
80).

El ureidoglicolato seria sustrato de Ugl que presenta un 54 % de similitud con la
proteina ureidoglicolato liasa de B. cepacia, también presente en E. coli, S. cerevisiae y
en algunas especies de Pseudomonas [93, 167-169]. Esta proteina cataliza la
conversion de ureidoglicolato en glioxilato con liberacion de una molécula de urea.

Luego el gloxilato seria sustrato de varias enzimas. Por un lado, de la malato
sintasa AceBl que cataliza la condensacién irreversible de acetil-CoA con glioxilato
para dar una molécula de malato. El malato formado podria luego ser metabolizado
por el ciclo de Krebs. AceB1 de S. coelicolor ha sido previamente caracterizada y se
demostré que la misma requiere de Mg como co-factor para su maxima actividad

catalitica [150 [170]. A su vez, existe otra proteina con alta similitud a AceBl en S.
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coelicolor (codificada por el gen sco0983) que, por cercania genética a la secuencia
codificante de la proteina 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 seria sustrato de la proteina Gcl que presenta un 73 %
de similitud con la proteina glioxilato carboligasa de E. coli y cataliza la condensacién
de dos moléculas de glioxilato en tartronato semialdehido [171]. De esta manera el
glioxilato presenta un punto de ramificacién en la via para la asimilacion de la parte
carbonada de la molécula de alantoina.

Por ultimo, el tartronato semialdheido también seria sustrato de mas de una
enzima. Por un lado, de GIxR, que presenta un 43 % de similitud con la proteina
tartronato semialdehido reductasa de E. coli y cataliza la reduccién NADH dependiente
de tartronato semialdehido 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 proteina de esta actividad en E. coli. Esta enzima cataliza la isomerizacién
reversible de tartronato semialdehido en hidroxipiruvato [172]. Para corroborar esta
ultima parte de la via, las proteinas GIxR y Hyi fueron estudiadas mediante
herramientas bioinformaticas y las actividades enzimaticas comprobadas con
experimentos bioquimicos (pagina 84).

Con respecto a la urea, el derivado nitrogenado de la alantoina, proponemos que
el complejo ureasa Ure seria el encargado de catalizar su hidrélisis, generando acido
carbonico y dos moléculas de NHs. El acido carbonico luego se disocia y las moléculas
de NH; se protonan generando NH4". El complejo Ure estaria constituido por 3
subunidades (UreABC) y tres proteinas accesorias (UreD, UreF y UreG) requeridas para
ensamblar el centro metdlico de niquel caracteristico 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
podrian codificar para otro complejo ureasa; sin embargo, como se detalla en la pagina
97 de este capitulo, descartamos la participacion del mismo en la via de degradacién

de alantoina.
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Estudio transcripcional de los genes aceB1, allB y alc en presencia de alantoina

Con el fin de verificar los resultados obtenidos en los experimentos de
protedmica y determinar el nivel de expresion del gen allB cuya proteina no fue
detectada en dichos estudios, se analizaron los niveles de transcripciéon 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 extracciéon de Promega (ver materiales y métodos). El RNA total se retrotranscribio
con una enzima transcriptasa reversa de Invitrogen y finalmente, el producto se
amplificd utilizando oligos correspondientes a cada gen (Tabla lll). Los resultados de
estos experimentos muestran un aumento de los niveles de transcripcidon de los tres

genes analizados en medio con alantoina (Figura 11).

100 -

aceB1

allB alc

Log de la relacion de expresion
de act/lORF4 (MM-GA/MM-GC)
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o

Figura 11. Niveles de expresidon 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 protedmica, observandose un aumento de la expresién 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 expresién en MM-GA.
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Estudio genético de la via propuesta

Los genes que codifican para las proteinas propuestas de la via de catabolismo
de alantoina se encuentran agrupados en dos regiones del genoma de S. coelicolor.
Una regidn comprende los genes aceB1, allR (este gen codifica para un regulador
transcripcional que sera descripto en el Capitulo Il de este trabajo), allB y alc. La otra
region comprende a los genes sco6204, glxR y hyi mientras que el gen ugl (sco2850) y
ure (sco1231-sco1236) se encuentran mas alejado de estas regiones (Figura 12 A) [17].

Para continuar con la caracterizacion de esta via metabdlica se construyeron
mutantes insercionales en los genes alc, allB, aceB1 y gcl. Para esto se usaron
cosmidos que presentaban el gen de interés interrumpido por una inserciéon
transposdnica conteniendo un cassette de resistencia a apramicina y un oriT que
permite su movilizacién por conjugacion intergenérica entre E. coli y Streptomyces
(Figura 12 B) [174]. Utilizando esta estrategia, mediante un doble evento de
recombinacion homdloga se obtienen las mutantes en los genes en estudio por
intercambio con el alelo mutado, seleccionando cepas resistentes al antibiotico
apramicina y sensibles a kanamicina. Las cepas mutantes seleccionadas se
corroboraron mediante experimentos de PCR como se describe en el capitulo

materiales y métodos.

aceB1 allR allB alc

A) —EEE <O« — >
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Figura 12. A) Regiones gendmicas que contienen los genes propuestos para el metabolismo de

alantoina. B) Estructura de los cosmidos utilizados para la conjugacién 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 alantoina como fuente de nitrégeno 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 via metabdlica propuesta, donde las enzimas malato sintasa y glioxilato
carboligasa representan una ramificacion pudiendo utilizar ambas glioxilato como
sustrato y permitiendo el crecimiento a partir de alantoina mediante la rama

alternativa de la via.
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Figura 13. Crecimiento de las cepas AceB1, Gcl y M145 en MM-A y MM-GA.

Por otro lado, las mutantes AlIB y Alc no fueron capaces de crecer en medio con
alantoina como Unica fuente de nitrégeno (MM-GA) (Figura 14). Para verificar estos
resultados, cada una de estas cepas fue complementada con una copia funcional del
gen correspondiente mediante la utilizacidon de un vector integrativo (pLNO6 y pLNO7
Tabla Il). En la Figura 14 A se puede observar que la expresion de una copia funcional
del gen allB o alc en la cepa mutante correspondiente restablece el crecimiento en
medio con alantoina. Este resultado indica que las proteinas AlIB y Alc son esenciales
para el crecimiento con alantoina como Unica fuente de nitréogeno. A su vez, estos
experimentos de complementacién indican que la mutacion en el gen allB no tiene un
efecto polar sobre la expresién del gen alc, debido a que la expresién sélo de allB en la

mutante AllIB" permite el crecimiento en alantoina.
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Por otro lado, para el caso de estas mutantes también se realizé un control de
crecimiento en medio minimo suplementado con alantoina y (NH4),5S04 (MM-AN), para
determinar si las mismas eran capaces de crecer a partir de alantoina como Unica
fuente de carbono (Figura 14 B). Estos experimentos demostraron que las mutantes
AlIB"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 alantoina como

Unica fuente de carbono.
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Figura 14. Curvas de crecimiento de la cepa parental S. coelicolor M145 y de las cepas mutantes AlIB,
AIC 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 via propuesta y demuestran que las proteinas AlIB y

Alc constituyen la Unica via funcional para el catabolismo de alantoina en S. coelicolor.

Analisis bioinformatico de AlIB y Alc

Para continuar con el estudio de las proteinas AlIB y Alc de S. coelicolor se
analizaron las secuencias aminoacidicas de las mismas buscando la presencia de
regiones conservadas caracteristicas de las familias de enzimas a las cuales pertenecen
mediante alineamientos con secuencias aminoacidicas de proteinas ortélogas 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 unidn 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 hidrdlisis reversible del
enlace amida ciclico del sustrato correspondiente [177-179]. Estas enzimas, junto con
las enzimas alantoinasas, presentan un sitio dinuclear de unién a metal con residuos
de histidina y aspartato conservados que son esenciales para la uniéon de metal y la
actividad catalitica. A su vez, también se encuentra conservado en estas proteinas un
residuo de lisina, cuya cadena lateral es carbamilada post-traduccionalmente
permitiendo la interaccion de los dos iones metalicos [160, 161].

Como se observa en la Figura 15 A, la enzima AlIB de S. coelicolor presenta los
cuatro residuos de histidina conservados junto con el residuo de aspartato y de lisina
caracteristicos de estas proteinas [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 regién flexible. La
Unica estructura cristalografica disponible hasta el momento es la de la alantoicasa de
S. cerevisiae, que indica que la region AR1 tiene una configuracion espacial muy similar

|II

a la region AR2, ambas constituyendo un motivo de “jelly-roll” compuesto por cuatroy
cinco hebras antiparalelas de hojas plegadas beta. A su vez, las enzimas alantoicasas se
caracterizan por la presencia de motivos especificos altamente conservados en su

secuencia aminoacidica, DGWET(S)RR, PDGG y DGWET(A)R [180]. Estos motivos fueron
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facilmente encontrados en la secuencia de aminoacidos de la proteina Alc de S.

coelicolor (Figura 15 B).

coli AlB PGMVDA H°THLISEPGR VGVVGFKM“SCFVATCG GQPVLWCENAL RLHVCH*2VSSPE IDCLVS D¥°HSPC
sub AIB  PGVIDGFOVH?FNEPGR AGAIGFK*’AFLSKSG GKILAL HS2AESDA PVHFVH?°ISTAK IDMVSS DP*?HSPC
cer AlB PGLVDS HOVH2LNEPGR AGVRGR*'GFLLDSG DTMMMRI®AELPK PVHIV HLASMK IGSVVS D*??2HSPC
coe AlB PGLVDT H3VH®VNDPGR AGVFGRAFLSPSG DGLLIV H®SAEDPH RVHVLH?8LSSSD IDCVVT D*2HSPS

wnom

cer Alc MKFFSLADEAEFKSIIIS LGGQVVSFSDEWFASAENLIQPTAPIRDPTRFVHS 64

wnovz

craAlc GAWY DGAETRRHN
aer Alc GKWM DGAETRRKR----------FEGHDQAVIRLGVP-GVLKGVDIDTRFFTGNHPPAASLD GCFCAEGDP--DDSTS-- 118

cer Alc GAWY DGAETRRHN---------- EMEYDWVIIKMGVAAAHIIGGEIDTAFFNGNHAPFVSIE ALYDEGEEGNIVEDDSR- 133
coe Alc GKVM DGNETRRRRGVSAEQPWPTEEDHDWALIRLGAP-GVIRGIVVDTAHFRGNYPQBAXSVEGSPSPEELLADDYV 159

nwnuZz

cra Alc GWETILGVQECGPSQRFCWKLEN-PTKKQYTHVRLNRDGEGIARFRLFGHAVPVFPDN-TDAIFDLAAAQNGGVAISCS 219

cer Alc -WVEIVEKFECGPSQRHLFVRGNGLTKERFTHIKLKMFDGGIARFRLYGRVVPPELKT-KDHIIDLAYVCNGAVALKYS 211

nwnuz

cra Alc DQHFGTKDNLILPGRGKDM®@GNETARSRTKGHVDWTIIRLG-APGYIQNFMVDTAHFRGNYPQQVKLQRIEWIGRSED6
aer Alc DQHFGRMGNLLNPGRAINMGGNETGRRRTPGH-DWVIVALG-HPGSIEAAVVDTLHFKGNYPESCSIQAAFVEBRNIE?2
cer Alc DQHFGSVDNLLLPGRGHDMSGNETKRSRQPGHTDWAVIQLGRESSFIEKIIVDTAHFRGNFPQFITVEGCLKE-SSE289
coe Alc NLFYSPATNTIQPGRSRKMD DGNETRRRRDKGN-DWIQYRLV-DRSQIRAIEIDTAYLKGNSAGWASVSVKDGE—-308

nwnuz

N. cra Alc PGADSEGWTEVVEPIKCGPDQEHPVESLVKDK-PFTHVKLIIWDGGVKRLRVFAKRAV 354

P. aer Alc IEAQSLFWRELLPAQKLEMHQEHRFERHLNALGPITHVRLNIFDGGVSRLRLFGRPQLP 332

S. cer Alc ENTGEGTWVELVGKSKTGPDKEH-VYEIRKSI-RVSHVKLTIIPDGGVKRIRVWGY 343

S. coe Alc ----AGEWREVLPRTRMQPDTNHRFVLPEAAVG--THARVDIFPDGGASRLRLFGSLTEDGAARLAARHQELGG 376

Figura 15. A) Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de proteinas 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 aminoacidicas de las proteinas 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.

Caracterizacion bioquimica de las proteinas AlIB y Alc

Con el objetivo de verificar las actividades enzimdticas propuestas para las
proteinas AlIB y Alc, las mismas se obtuvieron como proteinas recombinantes en E.
coli. Para esto, los genes allB y alc se amplificaron por PCR, se clonaron en el vector

pPET28a (pLNO3 y pLNO5 Tabla Il) y se expresaron en la cepa E.coli BL21 como proteinas
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cra Alc MTDIDYKLEAVPATRIAADD--------- IDKTFRSSTIDLISGA LGGKVSGFSDEWFAEAANLLTPTAPIRQPGKMVYT 71
. aer Alc MN----AEHSPFRHY------------ LGSQVVAVSDEWFAPASRMLQAGEPVWKEGVFDDS 53

coe Alc VTAQONTSLASFTGDAQPYGGGDPYADYRTADLPFTQYANLADHAEGVVAANDEFFAQRENLLVPEPAEFDPEHFGHK 80

PAEFDWVVIRLGVASGTVEGVEIDTAFFNGNHAPAISVE GCFSQNDDEVLSWKGELG 141

aer Alc -WSEVLAAVGLQGDSHHYHPIDD---ERPWTHLRLNIYPDGGIARLRLYGVPYRDWSNQPPGTALDLAAAVNGGRALACS 194

coe Alc KWTTLVPRTPVGGHAANGFAVSA---EQRFTHLRLKQRDGGIARLRVYGEVVADPAWLAALGTFDVVALENGGQVEDAS 236
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de fusion a seis residuos de histidina. Finalmente las proteinas fueron purificadas en

columnas de afinidad de Ni*?-agarosa (Figura 16).

Alc ol AlIB )l
ET_ SC LC 40 60 80 100 150 200 250 ET SC 40 60 80 100 150 200
- .

'.-.— — — ) “ . ‘. “'ﬂ--n“'.."‘ ~

GIXR Vol Hyi v 4

ET SC 40 60 80 100 150 200 250 ET 60 80 100 150 200

Figura 16. SDS-PAGEs realizados durante la purificacion de proteinas Alc, AllB, GIxR 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 elucion que fueron posteriormente dializadas y guardadas a -80°C.

La actividad alantoinasa de la proteina AllIB, que cataliza la formacién de
alantoato a partir de alantoina, se determind mediante la descomposiciéon del
alantoato formado a glioxilato y posterior transformacion a glicolato acoplando la
enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (Figura 17 A). Previamente a la purificacién de la
proteina AllB, se realizaron ensayos enzimaticos de actividad alantoinasa con extractos
proteicos totales provenientes de cultivos crecidos en medios suplementados con
1mM CoCl,, 1 mM ZnCl; o sin agregado de catidn divalente. De estos experimentos se
determind que actividad alantoinasa mas alta fue obtenida cuando se expreso la
proteina en presencia de CoCl,, por lo tanto se selecciond este medio para la expresiéon
y posterior purificacidn de la enzima AlIB. La presencia del cation 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 proteina Alc, que cataliza la

formacién de ureidoglicolato y urea a partir de alantoato, se realizé un ensayo

82



CAPITULO |

colorimétrico discontinuo determinandose la formacion de urea en funcién 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 reaccion de hidrdlisis 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 CO, en lugar de una molécula de urea.

Para corroborar que la proteina Alc presenta actividad alantoicasa y no alantoato
amidohidrolasa, se realizd 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 CO, para la determinacidn colorimétrica. Este experimento permitidé corroborar que
la enzima Alc cataliza la formacion de ureidoglicolato y urea a partir de alantoato, en
lugar de ureidoglicolato y amonio, ya que no se observd aparicion de color por
presencia de amonio sin el agregado de ureasa a la mezcla de reaccion.

Por otra parte, también se realizé un ensayo enzimatico acoplando las enzimas
AlIB y Alc utililzando alantoina como sustrato y determinando la formacién de urea en
funcién del tiempo. El alantoato generado por AlIB es utilizado como sustrato por la
proteina Alc que lo transforma en ureidoglicolato y urea. Utilizando alantoina como
sustrato de AlIB y agregando un exceso de proteina Alc (relacién AlIB:Alc 1:10 U) se
verificd la actividad alantoinasa de AlIB. Este ensayo permitid determinar los
parametros cinéticos de la misma. De la misma manera, utilizando alantoina como
sustrato y agregando un exceso de proteina AlIB (relacion AlIB:Alc 10:1 U) se verifico la
actividad alantoicasa de Alc y se determind la actividad especifica de esta proteina
(Figura 17 B). Como controles de este ensayo, se verificd la ausencia de reaccién
colorimétrica sin agregado de proteina AllB o sin agregado de proteina Alc a la mezcla

de reaccion.
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A) C)
AlIB Alc
Alantoina Alantoato <. Alantoato 7—) Ureidoglicolato + Urea
T H.0 l +HCI 100 °C T] Ho l
Glioxilato Kit de determinacion
b NADH v 2NH,+CO, | de urea (ureasa)
> LDH
NAD*
Glicolato
Absorbancia a 530 nM

Absorbancia a 340 nM

AlIB Alc
) Alantofna7—> Alantoato Ureidoglicolato + Urea

H,0 H,O l

Kit de determinacion
v 2 NH,+ CO, de urea (ureasa)

l

Absorbancia a 530 nM

Figura 17. A) Determinacién enzimatica de la actividad alantoinasa de AlIB mediante una reaccion
acoplada a LDH. Se determind la disminucién de absorbancia a 340 nm por oxidacién de NADH a NAD".
B) Determinacion enzimatica de la actividad alantoinasa de AlIB mediante una reaccién acoplada a la
enzima Alc (relacién AlIB:Alc 1:10 U). Se utilizé el kit Urea 2R Color Wiener Lab para la determinacion de
NH,; mediante absorbancia a 530 nM. C) Determinacién enzimdtica de la actividad alantoicasa de Alc

mediante la utilizacién del kit Urea 2R Color Wiener Lab.

Estos ensayos enzimdticos confirmaron que la proteina AlIB presenta actividad alantoinasa
catalizando la conversion de alantoina a alantoato con V.., de 619 + 25 U mg'1 y Km para
alantoina de 41 + 4 mM. Ademas, se verificd que la proteina Alc presenta actividad alantoicasa
y cataliza la conversion de alantoato a ureidoglicolato y urea con una V., de 218 + 20 U mg™.
Los parametros cinéticos estimados para cada enzima son comparables con los valores

reportados para otros ortélogos bacterianos [97, 134, 183].

Analisis bioinformatico de Hyi y GIxR

Para profundizar el estudio de las proteinas Hyi y GIxR de S. coelicolor se
analizaron las secuencias proteicas de las mismas utilizando bases de datos y fuentes
bibliograficas.

La enzima GIxR pertenece a la familia de B-hidroxiacido deshidrogenasas que
presentan varios dominios y residuos caracteristicos conservados. Estas proteinas

presentan un dominio N-terminal de unidn a co-factor dinucledtido con la secuencia
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consenso GXXGXGXMGXXXAXNXXXG, un dominio LDAPVSSGGXXXAXX(A/G) de unidn a
sustrato donde los residuos de serina y glicina son altamente conservados, un dominio
catalitico que presenta varios residuos de lisina y glicinas indispensables para la
actividad catalitica cuya secuencia consenso es GXXGXGXXXKXXX(N/Q). Por otro lado,
poseen un dominio C-terminal de union a co-factor donde existen dos residuos
altamente conservados (lisina y glicina) [152]. Los miembros de la familia de B-
hidroxidcido deshidrogenasas pueden utilizar NAD(H) o NADP(H) como co-factor. En el
caso de las enzimas tartronato semialdehido 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 proteina
GIxR 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]. Segun los estudios realizados en E.
coli, existirian varios residuos conservados caracteristicos de estas proteinas no solo
procariotas sino también en homdlogos 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 proteina Hyi de B. fastidiosus no se encuentra
disponible en la base de datos ya que el genoma de esta especie bacteriana aun se
encuentra en etapas de secuenciacion (http://www.bio.nite.go.jp/ngac/e/project_wgs-
e.html). Los aminoacidos conservados caracteristicos de las enzimas hidroxipiruvato
isomerasas se encuentran presentes en la secuencia proteica de Hyi de S. coelicolor

(Figura 18 B).
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. coe MSTLPKVAWBLG MGSPMSEILIKA GYQVTGFTLEQEKLDRLAAAGGGVAGSIAEAVRDADVVVTMVPASPQEZOA
cep --MATI  GFl GLA MGAHVARNLLKGDHQLVVNGAFPIP—DDLRASAKVVANSTEVAQNADIISMVPDTPDVRG/T5
. sub --MDRNV GFI GLGA MKPMLNLIKA GYSLTIFDLNQDAVQRVVSAGAAAAGSPREVAEKSEVIITMLPASQHVIKS VB
col --—--MKL GFI GLA MGTPMAI NLARAGHQLHVTTIGPVAD-ELLSLGAVSVETARQVTEASDIIFIMVPDTPQVER®A 75
aer ---MAKI GFl GTA MCKPM\QNLQKAGHSLFLSTHHDAAPADLLEAGAIALANPKEVAQEAEFIIVMVPDTPQVHRVL?
typ --MTMKV GFl GLA MKPMSKILLKAGYSLVVSDRNPEAIADVIAAGAETASTAKAIAEQCDVIITMLPNSPHVKERA 8

coe PDGILENAKSGALLVDMSSITPQTSVDLAKAAKDKGIRYAPVSGCEAGAE AVLSIMVGGEQADFDEAKPLLEALGKT 160
. cep DDGVAKGLTAGKLVIDMSSISPLDTQEFAKQINALGCIMAPVSGEEVGREATLTIMVGGPEQAFERAKPLFEKMGKN 155
. sub ENGVLKGVKKNAVIIDMSSITPDVSREIAVKAAKKGAANAPYSGGEPKAID GTLAIMVGGREDVFESVSSIFHAVGKD 158
col ENGCTKASLKGKTIVDMSSISPIETKRFARQVNELGGI¥PVSGCEIGAREGTLSIMVGGDEAVFERVKPLFELLGKN 155
. aer KDGIAEGVGPNKVVIDMSSISPSATKGFAEKIKATGAQAPVSGEEVGKAATLSIMVGGCPNSFERALPLFQAMGKN 157
. t yp ENGIEGAKPGTVLIDMSSIAPLASREISDALKAKGVEMAPVSGGEPKAID GTLSVMVGGDKAIFDKYYDLMKAMAGS 158

. coe VLCGPHGSGQTWAANLIVAVNIQACAEAVVFLEKSGVDLKAALDVLNGGLAGSTVLTRKKDNBE&GRGFRIDLH 240
. cep ITLVGDN GAGQTKVANJIVALNIEAVGEALLFAARSGADPERVRQALMGGFAASRILEVHGARNIFRRGFRIELH 235
. sub ITLVGDN GCGVTAKLANQIVNLNIAAMSEALVLAAKAGIDIEKMYQAIRSGLAGSAVLDAKVPMILBRTAGGSIAIN 238

. col ITLVGGN CDGQTKVANIIVALNIEAVSEALLFASKAGADPVRVRQALMGGFASSRILEVHGERMIKRPGFKIALH 235
. aer ITRVGGNCDGQTAKVANIIVALNIQAVAEALLFAARNGADPAKVREALMGGFASSRILEVHGERM¥RBGFRISLH 237
. typ VVHTGDIGAGNVTKLANQVIVALNIAAMSEALTLATKAGVNPDLVYQAIRGGLAGSTVLDAKAPMYHMERRGFRIDLH 238

. coe HKDMGIVTDAARNVGAALPVGAVVAQLVASLEAGGLDHSA RAVERLSGDQV 296

. cep QKDLNLALDGARKLGLALPHTASAQQLFSVCASKAWDHSARALEIMSNFEIGQTPAA 297
. sub MKDITNVMDTAHEIGVPLPLSSQLLEIFHALKMEXINDDHGS$ VRYYEKLANIEVKKA 297

. col QKDLNLALQSAKALALNLPNTATCQELFNTCAZSSQLDHSAVQALELMANHKLA 292

. aer QKDLNLALAGARELNLNLPNTANAQQVFSTCBBENWDHSAKGLEHMANFSIRDE 296

. typ IKDLANALDTSHGVGAQLPLTAAVMEMMQALBAGNDDHSAACYYEKLAKVEVTR 296

coe
cep
col
aer

coe
cep
col
aer

coe
cep
col
aer

coe
cep
col
aer

MGFADQRFNWLSILFTELPLLE RPAAAAAGFTAVELWWWIDSPTPEQSELDALKSAIEDAGVQLTGYAGQLPGP 80

---MPKFAA NLTMLFNEVPFLBFKAAADAGFDAVEFLFPYP: YAKEELAERLETHRLRLVLH NLPAGNWDQG 69
----MLRFSA NLSMLFQEYDFLEFDKAAQGSRAVEFMRPYD YDIEVLQHKLSSNNLEHTLH NLPAGDWAAG 69
----MLRFSA NLSMLFQEYDFLEFDKAAQGSFRAVEFMAPY D------- YDIEVLQHKLSSNNLEHTLH NLPAGDWAAG 69

DRGALSIPGEESERFRANID\WADFARSLGCTALNALYGNRVEGVDPAEQDRINMMEAARAADRIGAVLLVEALNKP 160
ERGIACLPDRVGE-FQEGVGRIEY AKALKVPQLNCLVGIPSASTARDKTFVTINADRFAADALKREGIRLL\EPCNSF 148
ERGIACIPGREEE-FRDGVAVAIRY ARALGNKKINCLVGKTPVGVSAEQVHTTIW/RYAANMLAKEGILLLIEPLNHF 148
ERGIACIPGREEE-FRDGVAVAIRY ARALGNKKINCLVGKTPVGVSAEQVHTTMWRYAANMLAKEGILLLIEPLNHF 148

ES PRYPLVSAPAAIAVVDRVNEATGNGKFLMOLYHLSMNGEDLPQVIDAYAAKTGENADNPGRGAPGISLPLEDL 240
DI PGFALNRSSEGLDVIR----AVGSDNLFLQYDIY HMQRMEGELAATIERNLASIGEVADNPGRNEPGIEINYAFL 224
DM PGFHLTGTQQALALIA----DIGSN NIKIQY DIY HMQRMEGELAQTMTTWANKIGHIDNPRRGEPGEEINYDFL 224
DM PGFHLTGTQQALALIA----DIGSN NIKIQY DIY HMQRMEGELAQTMTTWANKIGHIDNPRRGEPGEEINYDFL 224

LDRLAKAGYDGWVGEYKPGDDPSAQSKHEPAGARAAR 279
FALLDRLGYAGYVGEYKP-RTTTTEGLGLQSVAGCAPGSARRAA 269
FDLIEKSDYDGWVGEYKP-LTTTEAGLSAINPYR 258
FDLIEKSDYDGWVGEYKP-LTTTEAGLSAINPYR 258

Figura 18. A) Alineamiento de secuencias proteicas de enzimas tartronato semialdehido 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 caracteristico de estas enzimas B)

Alineamiento de secuencias proteicas de enzimas tartronato semialdehido reductasas de S. coelicolor, B.

cepacia, P. aeruginosa y la secuencia proteica de la proteina Hyi caracterizada de E. coli.
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Caracterizacion bioquimica de las proteinas Hyi y GIxR

Para verificar que el gen hyi codifica una proteina con actividad hidroxipiruvato
isomerasa como fue propuesto, se realizé un ensayo enzimatico acoplado a la enzima
tartronato semialdehido reductasa, GIxR. Esta metodologia se utilizd para determinar
la actividad hidroxipiruvato isomerasa de Hyi en E. coli.

Para este fin, los genes hyi y g/xR fueron amplificados por PCR y clonados en el
vector pET28 (pLN16 y pLN24 Tabla 1l) para su expresibn como proteinas
recombinantes en una cepa de E. coli BL21. Ambas proteinas se expresaron como
proteinas de fusién a seis residuos de histidina y se purificaron en columna de afinidad
de Ni-agarosa (Figura 16). Debido a que la reaccion catalizada por la enzima Hyi es
reversible, en este ensayo se utilizé hidroxipiruvato como sustrato y el producto
tartronato semialdeido fue convertido en glicerato por la enzima GIxR que utiliza
NADH como co-cofactor. La reaccion se determind espectrofotométricamente a 340
nm por oxidacion de NADH (Figura 19).

Este ensayo enzimatico permitié confirmar que Hyi cataliza la conversion de
hidroxipiruvato en tartronato semialdheido con V., de 26,8 £+ 1,8 U mg'1 y K para
hidroxipiruvato de 55 + 7,5 mM, y que GIxR cataliza la conversidon de tartronato
semialdheido en glicerato con V., de 4,2 £ 0,5 U mg'l. Los pardmetros cinéticos
obtenidos son comparables con los valores propuestos para otros ortélogos

bacterianos [152, 153].

Hyi
»v Hidroxipiruvato «<—> Tartronato semialdehido
. - NADH
> GIxR
NAD*
v Glicerato

l

Absorbancia a 340 nM

Figura 19. Determinacién enzimdtica de la actividad hidroxipiruvato isomerasa de Hyi y tartronato
semialdehido reductasa de GIxR mediante la determinacién de desaparicion de NADH en un ensayo

espectrofotométrico.
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Efecto del crecimiento en alantoina sobre la produccion de antibiéticos

Como se menciond anteriormente, el agregado de alantoina al medio de cultivo
provoca una marcada disminucién de la produccion de los antibidticos en S. coelicolor
(Figura 8 B). La utilizacion de esta cepa permite visualizar este defecto en la
produccién de antibiéticos de color a simple vista.

En esta etapa del trabajo, nos propusimos cuantificar los niveles de produccién
de undecilprodigiosina y actinorhodina, y determinar la causa por la cual se observa
una disminucion de los mismos en presencia de alantoina.

Para esto determinamos los niveles de produccién de antibioticos en MM-GA y
MM-GCA durante la fase estacionaria de crecimiento. Como se puede observar en la
Figura 20 B, la produccion de estos metabolitos secundarios disminuyo un 88 % en
ambos medios con respecto a la produccién en medio control MM-GC.

Para determinar si la alantoina per se o algun subproducto del metabolismo de la
misma es el causante de la disminucion de la produccién de antibidticos, se planted
analizar la produccion de antibidticos de la mutante AlIB" que es incapaz degradar este
compuesto y de la mutante Alc que es incapaz de degradar alantoato. Para esto se
utilizd el medio MM-GCA ya que permite el crecimiento de dichas mutantes debido a
la presencia de casaminoacidos como fuente de nitrégeno.

De manera opuesta a lo que ocurre con la cepa parental M145, las mutantes AllB’
y Alc” producen ambos antibidticos de manera similar a la produccidon de la cepa M145
en MM-GC sin agregado de alantoina (Figura 20 A y B). Como control de estos
experimentos, se corroboré que las cepas mutantes AlIB" y Alc’ no presentan una
alteracion de la produccién de antibiéticos en el medio control MM-GC. Estos
resultados indican que la disminucion en la produccién de antibidticos en medio con
alantoina se debe a un desbalance metabdlico o subproducto que genera el

metabolismo de la misma (Figura 20 B).
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Figura 20. A) Produccién de antibidticos de la cepa parental M145 en MM-GC y MM-GCA, y de las cepas
AlIB’, y Alc en MM-GCA. B) Cuantificacion 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

estadisticamente significativas aplicando Test de Student (P < 0,1).
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Analisis de la expresion del regulador ActllORF4

La disminucidn en la produccién de antibidticos observada anteriormente podria
deberse por un lado, a la falta de precursores para la sintesis de los mismos (acetil-
CoA, malonil-CoA, aminoacidos, etc), o bien, a un defecto en la expresion de los genes
que codifican para los activadores transcripcionles (act//lORF4 o redD) que regulan la
expresion de los genes de biosintesis de actinorhodina y undecilprodigiosina.

Para corroborar esta ultima hipotesis, se analizaron el nivel de expresién del gen
gue codifica para el activador transcripcional de los genes de biosintesis de
actinorhodina, actllORF4. Para esto se crecio 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 retrotranscribié el ARN obteniéndose cADN de calidad para la realizacién
de una RT-PCR (ver materiales y métodos). Los resultados de este ensayo arrojaron
una disminucién de 98 veces de la expresion de act//ORF4 en medio con alantoina con
respecto al medio sin la misma (la relacién de expresion en MM-GA/MM-GC fue 0,014
+ 0,007). Este resultado confirmé que la disminucion de la produccion de
actinorhodina en MM-GA se debe a una disminucidn significativa de la expresidn del
activador trasncripcional ActllORF4 causada por algun producto del catabolismo de
alantoina, lo que conlleva a una la falta de expresidon de los genes biosintéticos de este
antibidtico.

Por cuestiones de simplicidad solo se determiné la expresion de act/lORF4 siendo
necesario a futuro analizar la expresién del gen que codifica para el activador
transcripcional de undecilprodigiosina, redD. Debido a los resultados mostrados sobre
el final de este capitulo podemos aventurarnos a decir que el efecto sobre este

regulador podria ser similar a act//ORF4.

Estudio metabolomico de S. coelicolor crecida en presencia de alantoina

Para poder establecer una conexidon entre los cambios que provoca el
metabolismo de alantoina y la produccion de antibiéticos, nos planteamos realizar un
estudio metabdlico comparando el metaboloma de la cepa S. coelicolor M145 crecida
en MM-GA con respecto a la cepa crecida en MM-GC. Este estudio permitiria
determinar de qué manera se alteran los niveles de los metabolitos por la degradacién

de alantoina.
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Para esto se crecio 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
cromatografia gaseosa acoplada a un detector de masa (GC-MS). De esta manera se
pudieron identificar 40 metabolitos intracelulares, de los cuales 20 presentaron
diferencias estadisticamente significativas dependiendo de la fuente de nitrégeno
utilizada (Tabla VII). Aspartato, alanina, glicina y urea se encontraron aumentados
cuando la cepa fue crecida en medio con alantoina, siendo urea el compuesto que
mayor aumento evidencid 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 metaboldmica.

Metabolito r°24 h r*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 *
Acido succinico 3,04 0,84 *
Acido fumarico 0,17 47,52
Serina 0,39 0,97 *
Dimero lactico 0,15 0,63 *
Aspartato 0,36 97,91
Acido citramalico 1,29 6,70
Glutamina 1,07 0,36
Acido fosférico 1,80 * 0,14
Acido citrico 0,77 0,02 *
Glucosa oxima 1,29 1,11
Glucopiranosa 0,45 7,58
Acido hexadecanoico |137,86 * 3,78
Turanosa 0,04 0,36

% Relacién 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 estadisticamente significativa aplicando Test de Student (P < 0,1) y dos asteriscos

(P <0,05).

Estos resultados estarian sugiriendo un desbalance o exceso de nitrégeno
intracelular en presencia de alantoina, no solo porque existen altos niveles de urea en
el interior celular sino también porque los niveles de varios aminoacidos se encuentran
alterados. Con respecto a esto ultimo, es interesante observar que el aminodcido

glutamina se encuentra disminuido en medio con alantoina. Los niveles intracelulares
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de glutamina y glutamato son de gran importancia porque son los aminoacidos

dadores de nitrégeno para la mayoria de las reacciones biosintéticas.

Cambios producidos en el medio de cultivo por el metabolismo de alantoina

La via metabdlica propuesta para la degradacion de alantoina explicaria la
acumulacién de urea cuando la cepa de S. coelicolor es crecida en medio con alantoina.
Segun esta via se generarian dos moléculas de urea a partir de una molécula de
alantoina, 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 via, sin embargo otros la convierten a CO, y amonio, el cual puede
excretarse o ser asimilado por las enzimas GDH o GS. Debido a que S. coelicolor puede
utilizar alantoina como fuente de nitrégeno, nosotros proponemos que esto ultimo
estaria ocurriendo en este microorganismo, es decir, la urea seria degradada a amonio
por la enzima ureasa y el mismo se incorporaria al metabolismo celular en forma de
glutamina o glutamato (Figura 10).

Para corroborar esta hipoétesis, se cuantificaron los valores de urea y amonio
presentes en el sobrenadante del medio a diferentes tiempos cuando la cepa S.
coelicolor M145 se creciéo 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 estd degradando a amonio y que el exceso
de urea y amonio intracelular se estaria liberando al medio. Por otro lado, estos
resultados también estarian sugiriendo una falta de inhibicidn por exceso de producto
de la via, ya que se no observa un fendmeno de represion catabdlica por acumulacién
de los productos de la via, amonio y urea, durante la degradacidn de alantoina.

A partir de este resultado y de la informaciéon bibliografica disponible que
sostiene que los niveles de nitrégeno intracelular/extracelular juegan un rol central en
el metabolismo secundario, se propone que el exceso de amonio en el interior de la
célula podria ser el causante de la disminucién de la produccién de antibiéticos cuando

S. coelicolor crece en exceso de alantoina.
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Efecto de la acumulacidon de amonio sobre la produccion de antibidticos

De acuerdo con la via propuesta (Figura 10), el complejo ureasa Ure degradaria la
urea en dos moléculas de amonio y CO, durante el catabolismo de alantoina. Por lo
tanto, para analizar si el exceso de amonio podria ser |la causa de la disminucién de la
produccidn de antibioticos, se inactivd uno de los genes que codificaria para una de las
subunidades del complejo ureasa. Para esto se utilizd la misma estrategia de
inactivacion por insercion transposénica previamente utilizada para la construccion de
las cepas AlIB" y Alc [18]. Utilizando un césmido que contenia un alelo mutante del gen
ureB (scol1235), se aislé la mutante UreB  mediante dos pasos de recombinacion
homoéloga.

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 acumulaciéon 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
produccién de antibidticos en la cepa mutante UreB™ se observé que no se producia
una disminucion 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
estarian verificando las hipotesis propuestas. Primero, este complejo ureasa es el
encargado de degradar la urea generada por el metabolismo de alantoina; y segundo,
la acumulacidn intracelular/extracelular de amonio por este complejo es la causa de la
disminucion en la produccién de antibidticos. Para verificar estos experimentos, se
complementd la cepa UreB™ con una copia funcional del gen ureB utilizando plasmidos
integrativos. A partir de esta cepa se determind la acumulacion de amonio extracelular
y la produccion de antibidticos, observandose nuevamente el fenotipo parental (Figura
22 A).

Finalmente para verificar el rol de este complejo en los distintos medios, se
realizé una determinacion de actividad ureasa en extractos proteicos totales de esta
mutante en comparacion con la cepa parental M145. La actividad ureasa se encontré
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 alantoina denota una induccidn de esta actividad en
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MM-GCA con respecto a MM-GC (Figura 22 C). Debido a que los experimentos de

protedmica no permitieron identificar un aumento en los niveles de expresion del

complejo ureasa, esta induccién podria ser de tipo alostérica.

Los resultados obtenidos de estos experimentos sugieren que la acumulacién

intracelular/extracelular de amonio producto del metabolismo de alantoina provocaria

una disminucién de la expresion del activador transcripcional act//lORF4 y esto

generaria entonces la disminucion en la produccion de actinorhodina.

A)

0,04

0,03

0,02

Urea (M)

0,01

0,04

0,03

0,02

NH, (M)

0,01

—M145 MM-GC
M145 MM-GCA
s JreB - MM-GCA

—M145 MM-GC
M145 MM-GCA

== UreB- MM-GCA

80

20 40 60 80
Tiempo (h)
.
-4
T
1
- ?I . 1 .
20 40 60
Tiempo (h)

95



CAPITULO |

B)
10 -

c B M145 MM-GC
~ 8- @M145 MM-GCA
S~
E a @ UreB - MM-GCA
o 6 1 OUreB - /ureB MM-GCA
5
£ 4
2
= b
2 2 - b I

0 | .

—— o

o

Undecilprodigiosina (mg/L)

=

077 ; 3 B M145 MM-GC
06 1 D M145 MM-GCA
0,5 - BEUreB - MM-GCA
0,4 - OUreB “/ureB MM-GCA
0,3 A
0,2 -
0,1 -
0

C)
100 4 B M145 MM-GC

o

£ i @ UreB-MM-GC
S 75 - 1

o EM145 MM-GCA
S s

c 9 OUreB-MM-GCA
® © 50 -

o £

S8

TS

i) Q 25 -

2

E -

< ]

< 0 —= 1

Figura 22. A) Liberacion de amonio (lineas continuas) y urea (lineas discontinuas) por la cepa parental
M145 y la cepa mutante UreB  crecida en MM-GCA o en MM-GC. B) Cuantificacion de la produccion 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 ¢ denotan diferencias estadisticamente
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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Caracterizacion de la cepa mutante UreB’
Debido a que se determiné 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 estudid el rol de UreB bajo distintas condiciones de crecimiento.
Para esto se estudié el crecimiento de la cepa parental S. coelicolor M145 y la mutante
UreB" en MM-GA y en medio minimo liquido suplementado con urea como unica

fuente de nitrégeno (MM-GU).

14 M145 MM-GA
M145 MM-GU
=
€ UreB-MM-GA
% 01 -
g_ UreB "MM-GU
©
\5 = === JreB /ureB MM-GA
=]
g 0,01 - UreB /ureB MM-GU
0o
o
—
0,001 : T T )
0 20 40 60 80

Tiempo (h)

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 mutacion 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 nitrégeno (MM-GU). Este resultado sugiere
gue el crecimiento de esta cepa en MM-GU podria deberse a la presencia del segundo
complejo ureasa (sco5525-sco5526) bajo estas condiciones. Sin embargo, este
complejo no se expresaria o estaria activo en presencia de alantoina sustentado por la
falta de crecimiento de la cepa UreB” en MM-GA. Como control de estos ensayos se
determind el crecimiento de la cepa parental M145 en MM-GU para evaluar si el
efecto de la inactivacion en el gen ureB sobre el crecimiento es especifico del mismo y

no se debe a un efecto toxico de la presencia de urea en el medio.
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Para corroborar estos resultados, se complementé la cepa UreB™ con una copia
funcional del gen ureB bajo el control de su propio promotor utilizando un vector
integrativo. Nuevamente se determind el crecimiento de esta cepa en MM-GU y MM-
GA. Como puede observarse en la Figura 23, la complementaciéon fue casi completa
aunqgue no se llegé a los valores de crecimiento de la cepa parental. Esto puede
deberse al hecho de que al mutar el gen ureB la expresidn 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 complementacion completa con todos los
genes del complejo UreABCDFG para evaluar esta hipotesis debido a que no se

contaba con todos los genes del operon.

Efecto sobre la produccion de antibidticos frente a distintas concentraciones de
alantoina

Si la acumulacién de nitrégeno intracelular, consecuencia de la degradacion de
alantoina, es la causa de la disminucion en la produccién de antibidticos en este
medio, se planted analizar la concentracién umbral de alantoina capaz de provocar
este efecto. Para esto se disminuyd la concentracién de alantoinaa 5y 10 mM y se
cuantificé la produccion de antibidticos comparando con la concentracién utilizada
anteriormente de 20 mM de alantoina (Figura 24). Estos resultados indican que altas
concentraciones de alantoina estarian afectando la produccién de antibidticos
mientras que al disminuir la concentracion al medio, el efecto ya no seria observable

para actinorhodina, aunque si afectaria en parte la produccién de undecilprodigiosina.
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Figura 24. Cuantificacién de actinorhodina y undecilprodigiosina en MM-GC o MM-GCA 5, 10 0 20 mM a
72 y 60 horas de crecimiento respectivamente. Las letras a, b y c denotan diferencias estadisticamente

significativas aplicando Test de Student (P < 0,1).

Otras fuentes de nitrogeno y su efecto sobre la produccién de antibiéticos

Si el efecto sobre la produccion de antibidticos provocado por el metabolismo de
alantoina se debe al exceso de amonio intracelular generado, se planteé analizar si
este efecto podria reproducirse mediante el agregado de otras fuentes de nitrégeno al
medio. Para esto, se utilizaron concentraciones de urea y de amonio manteniendo los
equivalentes de nitrégeno presentes en los medios suplementados con 20 mM
alantoina.

Como se puede observar en la Figura 25, la utilizacion de urea o amonio en
concentraciones equivalentes de nitrégeno no tuvo el mismo efecto que la presencia

de alantoina sobre la produccion de antibidticos, es decir, la produccién de
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actinorhodina y undecilprodigiosina en medio con urea 40 mM (MM-GCU) o (NH4),SO4
80 mM (MM-GCN) fue similar a la produccién en MM-GC.
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Figura 25. Cuantificacidn 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 represion catabdlica por nitrégeno, inhibiendo la entrada de estos compuestos
cuando hay cantidad suficiente de metabolitos nitrogenados en el interior celular para
el crecimiento. En el caso de alantoina esto pareciera no ocurrir, ya que la misma se
incorpora sin retroalimentacion negativa al interior de la célula aunque esto provoque

una acumulacion excesiva de nitrégeno.
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Conclusiones y discusion

En esta etapa del trabajo se utilizd una estrategia protedmica para encontrar
proteinas involucradas en el metabolismo de alantoina en S. coelicolor. De esta manera
se lograron identificar 6 proteinas con niveles aumentados en presencia de alantoina
gue estan involucradas en dicha via metabdlica. Para esto nos basamos en la similitud
de la secuencia aminoacidica con enzimas caracterizadas del metabolismo de alantoina
en otros géneros bacterianos, ademas de corroborar la actividad de alguna ellas
mediante experimentos bioquimicos. Las proteinas identificadas fueron: alantoicasa
(Alc), malato sintasa (AceB1), glioxilato carboligasa (Gcl), tartronato semialdehido
reductasa (GIxR), hidroxipiruvato isomerasa (Hyi) y ureidoglicolato liasa (Ugl).

A partir de estos resultados y experimentos genéticos posteriores, se propuso
una via de degradacion de alantoina en esta especie bacteriana. La misma involucra un
primer paso de conversion de alantoina en alantoato mediado por la enzima AllB, que
si bien no pudo ser detectada en el andlisis protedmico, la expresidon de la misma se
estudié por RT-PCR; un segundo paso de formacién de ureidoglicolato y urea a partir
de alantoato por la enzima Alc y un tercer paso catalizado por la enzima Ugl de
conversion de ureidoglicolato en glioxilato con liberacion de una segunda molécula de
urea. En este punto la via 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
semialdehido a partir de glioxilato. Este tartronato semialdehido puedo ser utilizado
posteriormente por las enzimas GIXR o Hyi para dar glicerato o hidroxipiruvato,
respectivamente. Las moléculas de urea generadas durante la degradacién de
alantoina son transformadas en amonio y CO, por el complejo Ure.

Para verificar los dos pasos principales de la via, las proteinas AlIB y Alc se
estudiaron bioquimicamente, confirmando las actividades alantoinasa y alantoicasa
respectivamente. Los parametros cinéticos de las mismas mostraron valores similares
a las encontradas en otras bacterias. AlIB presentd un requerimiento de catidn
divalente como ha sido propuesto para otras enzimas alantoinasas [134]. Finalmente
estudios genéticos permitieron demostrar que las enzimas AlIB y Alc constituyen la

Unica via de degradacion de alantoina en S. coelicolor. Por otro lado, también se
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caracterizaron bioquimicamente las proteinas Hyi y GIxR, confirmando la actividad
catalitica propuesta y determindndose los parametros cinéticos de las mismas.

Si bien la via de degradacion de alantoina ha sido caracterizada en otras especies
bacterianas, el conjunto especifico de enzimas involucradas en la misma varia
considerablemente de un microorganismo a otro. Por ejemplo, las enzimas
alantoinasa, ureidoglicolato liasa, malato sintasa, glioxilato carboligasa, tartronato
semialdehido reductasa e hidroxipiruvato isomerasa estan presentes en E. coli
mientras que la enzima alantoicasa esta presente en P. aeruginosa y B. cepacia [156,
158]. Esta ultima enzima cataliza la degradacidon del acido alantdico a ureidoglicolato y
urea. Mientras que E. coli contiene una alantoato amidohidrolasa capaz de catalizar la
conversidon de alantoato a ureidoglicolato y amonio con liberacién de CO,. Por otro
lado, P. aeruginosa posee una enzima paraloga a AlIB de E. coli, conocida con el
nombre de PuuE [186].

La enzima ureidoglicolato hidrolasa también presenta una proteina paraloga, la
ureidoglicolato hidrolasa. La misma es caracteristica de plantas y es capaz de catalizar
la hidrolisis de ureidoglicolato en glioxilato pero con liberacién de dos moléculas de
amonio y CO, 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 proteinas con actividad malato
sintasa, las mismas se encuentran asociadas a dos metabolismos distintos. La enzima
malato sintasa A es la proteina 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 homologia con la
enzima malato sintasa A de E. coli a pesar de encontrarse asociadas a dos vias
metabdlicas diferentes. En este estudio se pudieron determinar parte de las enzimas
especificas de la via de degradacion de alantoina en S. coelicolor, siendo la
caracterizacion de esta via la primera en realizarse en este importante género
bacteriano.

Con respecto al transporte de alantoina, el mismo ha sido caracterizado
Unicamente en S. cerevisiae. La proteina transportadora de esta molécula es codificada
por el gen dal4 [191]. En S. coelicolor, existe una proteina homadloga que presenta un

40 % de similitud con este transportador, la misma es codificada por el gen sco7500 y
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podria ser la responsable de la incorporacién de alantoina al interior celular en este
género bacteriano.

La alantoina ha sido utilizada historicamente como cicatrizante natural, fue
descubierta a principios del siglo XX y sigue siendo uno de los ingredientes mas
utilizados por la industria cosmética. Macalister la descubrié en 1912 como principal
ingrediente activo de la raiz de consuela y posteriormente en 1935 fue aislada de
animales y rapidamente incorporada en muchas formulaciones tanto farmacéuticas
como cosméticas. Los beneficios del tratamiento por terapia larval de heridas durante
la segunda guerra mundial se atribuyeron afios mas tarde a la excresién de alantoina
por parte de estas larvas. La accidon de la alantoina no se conoce con exactitud pero
estaria asociada a la estimulacién de la proliferacion celular [192, 193].

Por otra parte, algunos estudios realizados en suelo sostienen que la presencia
de alantoina en el mismo mejora la produccion de algunos cultivos, como es el caso de
los cultivares de arroz [72]. La alantoina producida y liberada por determinadas
especies vegetales tiene un efecto estimulante de la germinacion 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 asi, entonces el
metabolismo de alantoina juega un rol interesante en el metabolismo celular, por lo
gue no llama la atencidn que exista una relacion entre la degradacién de alantoinay la
produccién 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 presenté una marcada disminucién de la produccién de
antibioticos cuando se utilizé alantoina como fuente de nitrégeno para el crecimiento.
Como se menciond antes, la degradacion de alantoina genera un compuesto
carbonado (glioxilato) y otro nitrogenado (urea). Combinando experimentos
metabdlicos y genéticos se pudo establecer que la liberacion de amonio intracelular
generado por el catabolismo de la urea provoca la disminucion de la produccion de
antibidticos. Este resultado fue corroborado mediante la construccion de la cepa
mutante UreB” que no muestra liberacidn de amonio al medio extracelular y permite
una produccion normal de antibidticos durante el crecimiento en MM-GA.

Varios estudios sostienen que los niveles de nitrégeno intracelular controlan

diferentes vias metabdlicas relacionadas con el metabolismo secundario [55]. En la
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mayoria de los casos, el exceso de amonio provoca una disminucion en la produccién
de antibidticos debido a la disminucidn de la expresion de las enzimas biosintéticas de
los mismos [56, 196]. Por otro lado, también se propone que altas concentraciones de
nitrogeno afectan a las enzimas que sintetizan los precursores para la sintesis de
metabolitos secundarios. Si bien los mecanismos moleculares de esta regulacion por
nitrogeno no se conocen con exactitud hasta el momento, lo que si se ha demostrado
es que se requiere de una limitacion de nitrégeno para que se expresen de manera
completa los genes de biosintesis o se activen las enzimas necesarias para la
produccién de actinorhodina en S. coelicolor [197].

La disponibilidad de nutrientes juega un rol central en la produccion de
metabolitos secundarios, no solo porque la restriccion de algin nutriente limita el
crecimiento sino también porque la falta del mismo tiene efectos metabdlicos y
regulatorios especificos. En este estudio se propone que el exceso de nitrégeno indica
condiciones favorables de crecimiento, estimulandose el mismo en lugar de la
produccién de antibidticos. Como se traduce el exceso de nitrogeno en senales
regulatorias que afectan la expresién del activador transcripcional de actinorhodina y
gue proteinas se encuentran involucradas en esta sefalizacion sera tema de estudios
futuros.

Por otro lado, el exceso de urea y amonio generado durante la degradacién de
alantoina sugiere una falta de represidn catabdlica de esta via metabdlica. Los cambios
en la expresidn de proteinas involucradas en la captacion y asimilaciéon de nitrégeno
durante el crecimiento en alantoina observados en los experimentos de protedmica,
junto con la alteracion de los niveles de diferentes aminodcidos intracelulares bajo
esas condiciones, se condicen con esta hipdtesis. La regulacién del metabolismo de
nitrogeno no se conoce con exactitud en el género Streptomyces; se ha descripto
recientemente la existencia de dos reguladores especificos del mismo conocidos como
GInR y GIRII, sin embargo, el mecanismo de molecular de accién seria distinto al
caracterizado sistema de control Ntr de la familia Enterabacteriaceae [58]. Estos
sistemas actlan en condiciones limitantes de nitrégeno mientras que lo que ocurria
bajo exceso de nitrégeno no se conoce hasta el momento.

Por otra parte, las proteinas del metabolismo de alantoina se han encontrado

aumentados durante el fendmeno de muerte celular programada (MCP) en
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Streptomyces [3]. MCP es un mecanismo de supervivencia frente a condiciones de
limitacion de nutrientes, como la falta de nitrégeno, donde una parte de la poblacién
se sacrifica en pos de la supervivencia del resto. El fendmeno se caracteriza por la
activacion de nucleasas no especificas que degradan el ADN cromosomal
completamente a nucleétidos libres que son liberados al medio y pueden ser utilizados
por la poblacion viva remanente como fuente de carbono y nitrégeno para el
crecimiento. La activacién de los genes del catabolismo de alantoina durante MCP
podria estar indicando que estos nucledtidos son también degradados a diferentes
compuestos de carbono y nitrégeno, como urea y amonio, y liberados al medio como
tales para ser captados por la poblacién superviviente. Esto podria explicar entonces la
ausencia de represion catabdlica de la via de degradacion de alantoina por metabolitos
nitrogenados, ya la activacién de la misma representaria un fenédmeno en respuesta a
la limitacion de nitrégeno.

Los resultados obtenidos en esta etapa de trabajo no solamente contribuyen al
conocimiento de una via metabdlica primaria como es la degradacién de alantoina en
S. coelicolor, sino que también denotan la importancia que tiene el metabolismo
primario sobre la regulacion del metabolismo secundario en este importante género

bacteriano.
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Identificacion y caracterizacion del regulador del metabolismo de alantoina en S.
coelicolor

Corriente arriba de los genes allB-alc y cerca de aceBl1, se encuentra el gen
5c06246 cuyo producto proteico presenta un 40 % de similitud con la secuencia
aminoacidica del regulador transcripcional negativo IcIR de ciclo del glioxilato en E.
coli. Por esta razdn, esta proteina ha sido previamente propuesta como el regulador de
la via del glioxilato en S. coelicolor [198]. Sin embargo, el gen sc06246 también
presenta un alto grado de similitud con la secuencia de aminoacidos del represor AlIR
de la via de degradacion de alantoina en E. coli (33 % de similitud). Debido a la cercania
a los genes allB, alc y aceB1 caracterizados en el Capitulo | que codifican para enzimas
del catabolismo de alantoina, se planted determinar si este gen (que de ahora en
adelante llamaremos allR) codifica para la proteina regulatoria de la via de la alantoina
en S. coelicolor.

Para comenzar con estos estudios, se aislé una mutante en el gen allR utilizando
un césmido que contenia una insercion transposonica en este gen. En este caso, la
cepa mutante se selecciond por resistencia a higromicina y sensibilidad a kanamicina, y
la correcta interrupcion del gen fue confirmada por PCR (ver materiales y metddos).

A partir de esta cepa se analizé si la mutacidon presentaba efectos sobre el
crecimiento y para esto se crecid la cepa AlIR" en medio minimo suplementado con
glucosa y casa aminodcidos (MM-GC). Como puede observarse en la Figura 26 A, la
inactivacion del gen allR no provoca efectos sobre el crecimiento en comparacidon con
el crecimiento de la cepa parental S. coelicolor M145 en este mismo medio. Sin
embargo, durante estos estudios se evidencid una marcada alteracién en la produccién
de antibidticos de la cepa AlIR" (Figura 26 B) que se tratara sobre el final de este

capitulo.
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Figura 26. A) Crecimiento de la cepa mutante AlIR"y la cepa parental M145 en MM-GC. B) Produccion de
antibidticos de la cepa parental M145 y la cepa mutante AlIR" en MM-GC.

Posteriormente, se realizaron experimentos de protedmica para determinar si
los niveles de expresion de proteinas del metabolismo de alantoina se encontraban
alterados en la mutante AlIR". Con este propdsito, se comparé el proteoma de la cepa
S. coelicolor M145 y la mutante AlIR" 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 proteinas fueron
marcadas y analizadas mediante LC-MS como fue mencionado en el capitulo anterior.
Este analisis protedmico permitid detectar e identificar mas de 450 proteinas de las
cuales 86 presentaron diferencias estadisticamente significativas entre la cepa M145 y
la mutante AlIR™ (Tabla VIII).

Como se puede evidenciar en la Tabla VI, la mayoria de las proteinas
previamente caracterizadas como enzimas involucradas en el catabolismo de alantoina
en S. coelicolor presentaron un aumento en su expresion de mas de 10 veces. Estos

resultados junto con el alto porcentaje de similitud con el regulador transcripcional
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negativo de la via de la alantoina en E. coli, sugieren que gen allR codifica para

regulador del metabolismo de alantoina en S. coelicolor.

Tabla VIIl. Proteinas del metabolismo de alantoina identificadas por proteémica cuya

expresion se encontré alterada en la cepa AlIR™ con respecto a la cepa parental M145.

Metabolismo de alantoina |Funcién r'24 h r’46 h
GIXR, SCO6205 tartronato semialdeido 2893 35 38
reductasa
Hyi, SCO6206 hidroxipiruvato isomerasa | 25,78 24,70
Gcl, SCO6201 glioxilato carboligasa 18,96 13,55
AceB1, SC06243 malato sintasa 16,66 5,21
SC06204 catalasa 13,64 ND
Alc, SC06248 alantoicasa 2,91 1,54*
Ugl, SCO2850 ureidoglicolato liasa 2,96 ND

®: Relacién de los niveles de expresién proteica AIIR/M145.
* P>0.1.

ND: no detectado.

Al igual que en los estudios protedmicos previos, la proteina AllIB no pudo ser
detectada en este ensayo, sin embargo, la expresion transcripcional del gen allB en la
mutante AlIR™ se estudié por PCR en tiempo real, estos resultados se muestran en la
siguiente seccidn de este capitulo.

El resto de las proteinas cuyos niveles de expresion se encontraron alterados en
la mutante AIIR" se muestran en la Tabla IX, estas proteinas fueron clasificadas como
pertenecientes al metabolismo de carbono, nitrégeno, aminoécidos, purinas, ADN y

transcripcion, sintesis proteica, aminoazucares y nucledtido azucares, y lipidos.
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Tabla IX. Proteinas del metabolismo de carbono, nitrégeno, aminoacidos, purinas, ADN vy

transcripcidn, sintesis proteica, aminoazucares y nucledtido azucares, lipidos, y otras proteinas

putativas identificadas por protedmica cuya expresion se encontrd alterada en la cepa AlIR

con respecto a la cepa parental M145.

Metabolismo de purinas Funcién r°24 h " 46 h

SCO5805 ribonucleotido reductasa 0,19 ND

CysD, SCO6098 sulfato adenililtransferasa ND 0,62

Metabolismo de nitrégeno Funcién r°24 h " 46 h

GInA, SC02198 glutamina sintetasa | 0,30 ND

Glnll, SCO2210 glutamina sintetasa Il 0,16 3,97

GIuB, SCO5776 prcfgema periplasmatica de ND 0,16
unién a glutamato

Metabolismo de aminoéacidos Funcién r°24 h " 46 h

SerA, SCO5515 3-D-fosfoglicerato 0,61 3,11
deshidrogenasa

llvC, SCO5514 acetolactato sintasa ND 0,36
subunidad pequena

SahH, SC03023 adenosilhomocisteinasa ND 0,16

AroB, SCO1494 3-dehidroquinato sintasa ND 2,15

SCO5520 delta—l.-plrrolma—'S- ND 0,64
carboxilato deshidrogenasa

Metabolismo de carbono Funcién r°24 h " 46 h

SC02951 malato oxidoreductasa 3,86 1,46

$SC05281 2-oxoglutarato 0,49 ND
deshidrogenasa

Ppc, SCO3127 fosfoenclpiruvato 0,49 ND
carboxilasa

Gap, $C01947 gllceraldeh|d0-3—fosfato 265 4,25
deshidrogenasa

$CO2180 dlhld.l’0|lpoamlda 0,43
deshidrogenasa

Idh, SCO7000 isocitrato deshidrogenasa ND 5,73

PurA, SCO3629 adenilsuccinato sintasa ND 2,41

SucC, SCO4808 succinil-CoA sintasa cadena ND 182
beta

CitA, SCO2736 citrato sintasa ND 1,81

Glk, SCO2126 glucokinasa ND 0,30

Gap2, SCO7511 gliceraldehido-3-fosfato ND 4,69
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Metal:’)o.llsmo f:le amino azucares y Funcién 24 h 46 h
nucleétido azucares
$CO3122 U.DP—N-aC(.etllqucosamma ND 0,32
pirofosforilasa
SCO00379 catalasa 0,08 0,06
$C04881 pro.tem,a fje biosintesis de ND 0,11
polisacarido
Metabolismo de DNA y transcripcién | Funcion 24 h 46 h
Tufl, SCO4662 factor de elongacion TU-1 1,94 1,78
Tsf, SCO5625 factor de elongacion Ts ND 3,27
Hup, SCO2950 proteina de unién a DNA Hu |ND 5,11
Sintesis de proteinas Funcién r"24 h r46 h
SC04734 proteina ribosomal 50S 2,23 ND
RpsA, SCO1998 proteina ribosomal 30S 2,92 2,40
RplL, SCO4653 proteina ribosomal 50S 2,69 ND
RspG, SCO4660 proteina ribosomal 30S ND 8,22
RpIT, SCO1598 proteina ribosomal 50S ND 7,07
RpsH, SCO4716 proteina ribosomal 30S ND 4,67
RplP, SCO4709 proteina ribosomal 50S ND 4,05
Rpll,SC0O3909 proteina ribosomal 30S ND 3,86
RpoA, SCO4729 RNA polimerasa cadena alfa | ND 0,61
RspL, SCO4659 proteina ribosomal 30S ND 0,54
Metabolismo de lipidos Funcién 24 h 46 h
AccA2, SC04921 acil-CoA carboxilasa ND 2,31
Otras proteinas Funcién r°24 h " 46 h
SC05074 proteina hipotética 0,12 ND
SC0O4761 chaperona 10kD 0,28 ND
SC03767 proteina hipotética 0,25 ND
$C00494 Il.poprotema de.unlon a 0,28 ND
sideroforo de hierro
terD, SCO0641 protgma de resistencia a 0,43 0,21
telurium
groEL2, SCO4296 chaperona 2,51 ND
SCO6009 prc?'felna periplasmatica de 3,43 ND
union
$C01080 proteina hipotética 6,20 4,06
SC02396 proteina hipotética 19,59 7,27
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SC02780 proteina de secrecion ND 4,56
SC03899 proteina hipotética ND 4,11
$C01480 proteina hipotética ND 3,89
GroES, SCO4761 chaperona ND 15,68
SC06282 oxidoreductasa ND 3,06
BIdKB, SCO5113 lipoproteina transportador ND 176
ABC
GroEL1, SCO4762 chaperona ND 1,55
SC01296 proteina hipotética ND 0,67
SCO3717 transporte de cationes ND 0,59
SC02127 proteina hipotética ND 0,56
SC03793 proteina hipotética ND 0,56
roteina regulatoria de
Sco4228 fransporte 3e fosfato ND 0,54
SCO5646 lipoproteina de unién ND 0,51
$C02999 proteina hipotética ND 0,42
SCO01355 serin proteasa de secrecion | ND 0,41
SCO1630 proteina de membrana ND 0,26
SC00472 proteina de secrecion ND 0,23
$CO3542 pro.t(?ina de membrana con ND 0,20
actividad quinasa
SCO5590 proteina hipotética ND 0,18
SCO4812 proteina de membrana ND 0,17
SodF2, SCO0999 superdéxido dismutasa ND 0,15
PstS, SC04142 proteina de unidén a fosfato |ND 0,15
SC01089 proteina hipotética ND 0,14
SCO5074 proteina hipotética ND 0,14
SC06431 proteina hipotética ND 0,11
SC01647 proteina hipotética ND 0,11
SCO6159 regulafjpr transcripcional de ND 0,20
la familia GntR
GlgX2, SCO5456 glicosil hidrolasa ND 0,14
SCO7682 s.intasa de péptido no ND 0,12
ribosomal
CypH, SCO7510 Peptidil—prolil cis-trans ND 16,89
isomerasa
ActVA3, SCO5078 proteina hipdtetica 0,80 ND
SC06282 oxidoreductasa 6,74 ND

®: Relacién de los niveles de expresién proteica AIIR/M145 (P < 0,1).

ND: no detectado.
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Estudios transcripcionales de los posibles blancos de AlIR

Para corroborar los resultados anteriores y determinar si los niveles de expresién
de los genes de la via de alantoina estaban alterados en la cepa mutante AlIR,, 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 AlIR" que contienen una integracion ectépica del gen reportero que
codifica para la catecol dioxigenasa (xy/TE) bajo el control del promotor de los genes:
aceB1, allR, allB y hyi. Previo a esto se realizé un estudio in silico de la secuencia
corriente arriba de cada gen para poder identificar una posible ubicacién de su
promotor usando el programa Softberry (www.softberry.com).

La expresion del gen reportero en cada cepa se determind 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
expresion 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 AlIR™ que contienen una integracion ectdpica del gen reportero
XyITE sin promotor. En ambos casos no se detect6 actividad catecol dioxigenasa (datos
no mostrados). Estos resultados sugieren que AlIR estaria reprimiendo su propia

expresion y la de los genes aceB1, allB y hyi en medio MM-GC.
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Figura 27. Analisis de expresion mediante fusiones trasncripcionales con el gen reportero de catecol

dioxigenasa.
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Debido a que la proteina AlIB no pudo ser detectada en los estudios de
protedmica y para corroborar de manera alternativa que AIIR es una proteina
represora de los genes aceB1, allB y alc, realizamos un estudio transcripcional de los
mismos mediante RT-PCR. Para esto se crecio la cepa S. coelicolor M145 y la mutante
AlIR" en MM-GC, se tomaron muestras de cultivos a 24 horas de crecimiento y se
realizé una extraccion de ARN total en cada caso. El mismo fue retrotranscripto y
analizado por PCR en tiempo real utilizando los oligos correspondientes (Tabla Ill). Los
resultados de estos experimentos mostraron que el gen aceB1 presenta un aumento
de expresiéon 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 AIIR" comparado con la cepa parental M145
(Figura 28).

Esto permitié corroborar los resultados obtenidos en los experimentos de
protedmica y los ensayos de fusiones transcripcionales con el gen reportero catecol

dioxigenasa.

100 -
aceB1

10 -
alc
allB

Log de la relacién de expresion
(AlIR-/M145)

Figura 28. Analisis trancripcional por PCR en tiempo real de la expresion de los genes aceBl1, allB y alc

en la cepa AlIR" comparado con la cepa M145 a 24 horas de crecimiento en MM-GC.

Unidn del regulador AlIR al ADN

Los resultados anteriores sugieren que la proteina AIIR reprime su propia
expresion y la de los genes aceBl1, allB y hyi. Para determinar si AlIR se une
directamente a los promotores de estos genes, se realizaron ensayos in vitro de

retardo de la movilidad electroforética utilizando la proteina AlIR pura y fragmentos de
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ADN correspondientes a las posibles regiones promotoras, segun los estudios in silico
antes mencionados, de dichos genes.

Con este fin, el gen allR fue amplificado por PCR, clonado en el vector pET28a
(pLNO2 Tabla 1) y expresado como proteina de fusion a seis residuos de histidina en la
cepa E. coli BL21.

El regulador AlIR de S. coelicolor perteneceria a la familia de reguladores IclR,
esta familia se caracteriza por la presencia de un dominio HTH de unién a ADN en el
extremo N-terminal de la secuencia aminoacidica. Por esta razén se eligié eliminar los
residuos de histidina que podrian afectar la unién del regulador a los fragmentos de
ADN. La purificacién se realizé por cromatografia de afinidad en una columna de Ni*-
Agarosa, y la elucién final se realizé mediante un corte con enzima trombina, este
tratamiento permitié eluir la proteina recombinante sin la fusidn a los residuos
histidina. La pérdida de los residuos de histidina se corroboré mediante un Western

Blot con anticuerpos anti-His (Figura 29).

E1 E2 C3h C16h SC E1 E2 C3h C16h SC

———

B BB i e

Figura 29. SDS-PAGE y Western Blot realizados durante la purificacion de AlIR. E1 y E2 corresponden a la
elucion con 80 y 100 mM de imidazol, respectivamente, C3h y C16h corresponden a los cortes de 3y 16
horas con enzima trombina, respectivamente, y SC corresponde al eluido 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 traduccién del
gen allB (PallR-allB, los promotores putativos de estos genes se encuentran en la
misma regién intergénica pero en direcciones opuestas); -184 a -1 relativo al sitio de
inicio de la traduccion del gen aceB1 (PaceB1); -156 a -1 relativo al sitio de inicio de la
traducciéon del gen hyi (Phyi). Estos fragmentos de ADN se incubaron con

concentraciones crecientes de AlIR en un buffer de unién adecuado y se sembraron
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posteriormente en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes para la separacién
electroforética (materiales y métodos).

Los resultados que se observan en la Figura 30 A demuestran que AlIR 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
especifico e inespecifico. La Figura 30 B muestra la la especificidad de unidn de AlIR a

los fragmentos de ADN estudiados.

A)
PaceB1 PallR-allB Phyi

| . ---“B -°~".“‘u Ny
TTE sess- Seu—.

AIIR(nM) 0 20 35 50 90 130 180 250 350 0 20 35 50 90 130 180250350900 0 20 50 90 130 180 250 350 530 900

B)
PaceB1 1 2 3 4 PallR-allB 1 2 3 4 Phyi 1 2 3 4
-
- p— e ™ ™™
AlIR (nM) 0 10° 10° 10° 10° 10° 0 200 200 200 200 200 0 250 250 250 250 250

Figura 30. A) Ensayos de retardo en gel utilizando concentraciones crecientes de AlIR y fragmentos de
ADN correspondientes a los promotores PaceB1, PallR-allB y Phyi. B) Ensayo de competencia utilizando
cada una de las sondas: ADN especifico 50 X (1), ADN especifico 100 X (2), ADN inespecifico 50 X (3) y
ADN inespecifico 100 X (4).
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En el caso del fragmento de ADN correspondiente a PallR-allB se observa la
formacién de un primer complejo AlIR-ADN y luego a mayor concentracion de AlIR, la
formacién de un segundo complejo. La aparicion de este segundo complejo podria
deberse a la union de mas de una molécula de regulador a la sonda PallR-allB, tal vez
de manera cooperativa. Este efecto no se observd con el resto de los fragmentos

ensayados.

Identificacion del sitio de unién de AlIR

Como continuacién de los estudios anteriores, se planted identificar el sitio
especifico de union del regulador AIIR al ADN. Para esto se llevaron a cabo
experimentos de proteccion a la digestidon con la nucleasa DNAasal en presencia y
ausencia de AlIR utilizando como sitio blanco las regiones promotoras putativas de los
genes allBy aceB1. La cantidad de proteina utilizada en estos ensayos se eligié 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 AlIR en buffer de unién, luego los mismos
se digirieron con DNAasa | y finalmente se sembraron en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes para la separacion electroforética (ver materiales y métodos).

Como se observa en la Figura 31 A, existe una Unica region de proteccién a la
nucleasa para cada promotor ensayado en presencia de AlIR y no se observaron
regiones de hipersensibilidad. Para determinar la secuencia nucleotidica de la regién
protegida se corrid junto con las reacciones de proteccidon una reaccion de secuencia
utilizando como molde los promotores de PallR-allB o PaceB1 segln corresponda.

El analisis de cada una de estas regiones protegidas muestra la presencia de una
repeticidon invertida que estd altamente conservada en las regiones promotoras de
genes ortdlogos en otras especies de Streptomyces (Figura 31 B). A su vez, estas
secuencias fueron analizadas utilizando la herramienta bioinformatica MEME,
detectandose una secuencia pseudo-palindromica de 15 pb [147] (Figura 31 C).

La repeticidn invertida encontrada en estos experimentos también estd presente
en la regiéon 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 repeticién invertida identificada se
encuentra en la regiéon promotora del gen gcl, aunque se necesitarian ensayos de
retardo en gel para corroborar la unién especifica del regulador AlIR a este promotor
(Figura 31 C). El resto de los genes de la via de degradacion de alantoina caracterizados
en el capitulo |, ureB, ugl y gIxR, no presentan la secuencia invertida de unién de AlIR

identificada en estos estudios en sus regiones promotoras putativas.

A) B)
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Figura 31. A) Ensayos de proteccion con DNAasa | 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 hyiy gcl.

Estos andlisis muestran que la region 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-palindrémica encontrada de 15 pb. Esto podria deberse a que la
unién del regulador a estas regiones especificas provoca un impedimento espacial para
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la entrada de la DNAasa | protegiendo entonces una regién mas amplia de DNA o bien
gue se produzca la union de mas de una molécula de regulador a cada regidn,
formdandose una estructura oligomérica y generandose un impedimento espacial para
la entrada de la DNAasa | [199]. Esto ultimo podria provocar la formacién de un
segundo complejo de mayor movilidad electroforética como se observé para la sonde
PallR-allB (Figura 32). Si bien se trataron de realizar estudios de estado oligomérico del
regulador AlIR mediante técnicas de filtrado por tamiz molecular, los resultados
obtenidos no permitieron concluir acerca de la estructura cuaternaria de esta proteina.

Para verificar la secuencia especifica de unién de AlIR al ADN, se realizaron
ensayos de retardo en gel utilizando sondas correspondientes a la region protegida en
PallR-allB pero que presentaban modificaciones en las regiones de repeticion
invertida.

Para esto se sintetizaron oligonucledtidos de 40 pb cada uno para ambas hebras
los cuales fueron hibridizados (formacién de la doble hebra) antes de hacer los ensayos
de retardo. Primeramente, se demostré que AlIR era capaz de retardar un fragmento
de 40 pb correspondiente al sitio protegido de la digestién 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 unién del regulador AlIR a los fragmentos de

ADN, sin embargo, ninguna de ellas fue capaz de inhibir completamente la unidn.

Sonda original TTCC—ACTG T 1CCACTG oap v ATTG
GGAA— ATTG

o waks L LR A B

AlIR (nM) 0 150 9001.8x10° 0 150 9001.8x10° 0 150 9001.8x10° 0 150 900 1.8x10°

Figura 32. Ensayos de retardo en gel utilizando sondas de 40 pb correspondientes a la regidn protegida

de digestion por nucleasa de PallR-allB con diferentes mutaciones en las regiones invertidas.
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Estudio de efectores del regulador AlIR

Para determinar cudl/es metabolitos podrian estar modificando la unidn del
regulador AlIR de S. coelicolor al ADN se llevaron a cabo ensayos de retardo en gel
agregando a las mezclas de reaccidon concentraciones crecientes de los agentes que se
disponian en el laboratorio como ser: alantoina, alantoato, glioxilato, priruvato, urea,
xantina. Los mismos se eligieron por ser sustratos o productos de la via de degradacion
de alantoina. Una concentracion fija de AlIR, correspondiente a la formacién de un 50
% de complejo AIIR-ADN, se incubd previamente con las moléculas en estudio en
buffer de union y luego se agregaron los fragmentos de ADN PallR-allB y Phyi marcados
radioactivamente. La separacion electroforética se realizé en geles de poliacrilamida
no desnaturalizantes.

Como se puede observar en la Figura 33, el agregado de alantoina no tiene
efecto sobre la union de AlIR a los fragmentos de ADN probados para ninguna de las
concentraciones ensayadas. Por otro lado, la presencia de glioxilato si presentdé un
efecto sobre la union proteina-ADN a altas concentraciones pero Unicamente cuando
se utilizd PallR-allB como sonda. En el caso de Phyi tal vez se necesiten mayores
concentraciones de glioxilato para observar un efecto sobre la unién de AlIR. El
agregado de alantoato también presentd un efecto sobre la unién del regulador AlIR al
ADN, en este caso, para ambas sondas ensayadas. La presencia de este compuesto
provocd una marcada disrupciéon del complejo AIIR-ADN. Estos resultados estarian
sugiriendo que alantoato seria un modulador positivo de la via de degradacion de

alantoina en S. coelicolor.

PallR-allB Phyi
B R R R e R e e
u . e S W e — B
AlIR(nM) 0 250 250 250 250 250 250 250250250 0 250250 250 250250250 250250 250
Alantoina (mM) 0 0 10°5x10® 0.01 0.0501 1 10 25 0 0 10°5x10° 0.01 0.050.1 1 10 25
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Figura 33. Ensayos de retardo en gel utilizando sondas correspondientes a los promotores PallR-allB y

Phyi a una concentracion fija de AlIR y con el agregado de concentraciones crecientes de alantoina,
glioxilato, xantina, urea y alantoato.
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Efecto de la mutacidn allR sobre la produccion de ATBs

Durante el crecimiento de la cepa AlIR" en MM-GC se pudo evidenciar una
alteracion en la produccidon de antibidticos de esta cepa mutante. A simple vista se
observaba la falta de color azul caracteristico de la liberacién de actinorhodina al
medio en fase estacionaria de crecimiento (Figura 26 B y 34 A). Para corroborar esta
observacion se cuantificé la produccién de undecilprodigiosina y actinorhodina en
comparacion con los valores obtenidos para la cepa parental S. coelicolor M145 (Figura
34). Si bien los niveles de ambos antibidticos se encontraron disminuidos, la
produccién de actinorhodina se observé mas afectada en la mutante AlIR".

Para verificar que este efecto se debia a la inactivacidn del gen allR, la cepa AlIR
se complementé con una copia funcional del gen allR bajo el control de su propio
promotor integrada en el sitio $BT1 [132]. La Figura 34 A muestra que efectivamente

el fenotipo de la mutante se revierte con esta complementacion.

A) M145 AlIR AlIR/allR

!

A —
v w

B)
~ 0,7 -
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%, 1 | oairair 2 05 1 DAIR -/allR
E ¥ o
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Figura 34. A) Produccion de antibidticos en las cepas M145, AlIR" y AlIR/allR en MM-GC. La cepa AlIR’
/alIR corresponde a la cepa AlIR" complementada con una copia funcional del gen allR. B) Cuantificacién
de la produccién de undecilprodigiosina y actinorhodina de las cepas M145, AlIR"y AllIR/allR a 60 y 72
horas de crecimiento en MM-GC, respectivamente. Las letras a y b  denotan diferencias

estadisticamente significativas aplicando Test de Student (P < 0,1).
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Esta disminucidon en la produccién de antibidticos en la mutante AlIR" podria
deberse a la falta de los precursores (acetil-CoA) necesarios para la biosintesis de los
mismos, o bien a una disminucién de los precursores (ATP y GTP) para generar la
molécula sefial de fase estacionaria (p)ppGpp que afecta la expresion de los genes de
biosintesis de antibioticos.

Estas hipdtesis se basan en los datos proteémicos de la cepa mutante, ya que la
inactivacion del represor AlIR provoca un aumento de la expresidn de las proteinas de
degradacion de alantoina incluida la enzima AceB1 que utiliza acetil-CoA para la
sintesis de malato. De esta manera el aumento de los niveles de esta enzima en la
mutante AlIR" podria afectar los niveles de acetil-CoA intracelular para la sintesis de
actinorhodina (Figura 35).

Por otro parte, la via de degradaciéon de alantoina es la etapa final de
degradacion de purinas por lo tanto, el aumento en los niveles de las proteinas de esta
via metabdlica podrian estar afectando los niveles de ATP y GTP intracelular. Estas
moléculas ademds de ser la fuente energética mas importante de la célula, son
precursores para la sintesis de (p)ppGpp. El (p)ppGpp es una molécula senalizadora
esencial para la respuesta astringente y para la activacion de los reguladores
especificos de la biosintesis de antibidticos (Figura 35). Si esto fuera cierto, el
crecimiento de esta cepa también deberia encontrarse afectado, sin embargo, este

fendmeno no se observé durante los estudios realizados previamente (Figura 26).
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Figura 35. La disminucidn de los niveles de acetil-CoA o de molécula sefalizadora (p)ppGpp podrian

estar afectando la produccion de antibidticos en la mutante AlIR".

Hipotesis sobre la disponibilidad del acetil-CoA

Para verificar las hipdtesis planteadas realizamos los siguientes experimentos
fisioldgicos y genéticos. Si el efecto se debe a la falta de precursores como el acetil-
CoA, esto también podria afectar otros procesos celulares que utilizan este mismo
precursor como ser la sintesis de acidos grasos y por lo tanto la sintesis de TAGs.

Es por esto que nos propusimos determinar los niveles de TAGs acumulados por
esta cepa. Para esto se crecieron las cepas AlIR" 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 acidos grasos totales fueron extraidos con solventes
organicos y posteriormente separados por TLC. Los TAGs fueron revelados por tincién
con cobre fosférico y calor [9].

Como se puede observar en la Figura 36, la acumulacion de TAGs no se
encuentra afectada en la mutante AlIR" a ninguno de los tiempos analizados. Estos
experimentos estarian indicando que existe cantidad suficiente de acetil-CoA para la
sintesis de TAGs, lo cual sugiere que la disponibilidad de este precursor no seria la
causa de la disminucién de la produccién de antibidticos en la mutante AlIR". Sin

embargo, también podria ocurrir que los niveles de acetil-CoA se encuentren
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verdaderamente afectados pero los mismos sean direccionados para la sintesis de
TAGs o de fosfolipidos de membrana celular priorizando el crecimiento celular, y

afectandose solamente la sintesis de antibidticos.

20 h 36 h 45 h

-V

FA
A B B 2 DAG
S | MAG

- FL

M145AIIR° M145AIIR° M145AlIR

Figura 36. Cromatografia de capa delgada de acidos grasos totales de las cepas M145 y AllIR" a 20, 36 y
45 horas de crecimiento en MM-GC. Triacilglicéridos (TAG), acidos grasos libres (FA), diacilglicéridos

(DAG), monoacilglicéridos (MAG) y fosfolipidos (FL).

Finalmente para poder descartar que el aumento en los niveles de AceB1 pudiera
estar condicionando los niveles de acetil-CoA o alguna alteracién metabdlica en la cepa
AlIR’, se planted construir una mutante en el gen aceB1 a partir de la mutante AllR".
Para la construccion de esta cepa se utilizo la cepa AlIR y el cdsmido correspondiente
para la disrupcidn por insercién transposdnica del gen aceB1 utilizado anteriormente
(Capitulo 1).

Una vez obtenida la cepa AlIR” AceB1 se determind la produccién de antibidticos
en medio MM-GC. La cuantificacion de los niveles de undecilprodigiosina y
actinorhodina se realizé a 60 y 72 horas de crecimiento. Al comparar los niveles de
produccién de la cepa AlIR AceB1™ con los de las cepas M145 y AlIR’, se evidenciaron
valores muy similares a los de la cepa AlIR" (Figura 37). Este resultado permite
descartar la hipétesis que el aumento en los niveles de AceB1 provoca la disminucién

de la produccién de los antibiéticos.
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Figura 37. Cuantificacion de undecilprodigiosina y actinorhodina de las cepas M145, AlIR" y AlIR" AceB1 a
60 y 72 horas de crecimiento en MM-GC, respectivamente. Las letras a y b denotan diferencias

estadisticamente significativas aplicando Test de Student (P < 0,1).

Hipotesis sobre la expresion de los genes de biosintesis de antibidticos

La segunda hipodtesis plantea que la disminucion de la produccién de los mismos
podria deberse a la disminucion de la expresién de los genes de biosintesis de
antibidticos mediado por los activadores transcripcionales, provocada por una
alteracion de los niveles de la molécula sefializadora (p)ppGpp.

Para evaluar esto, se estudid la expresion del activador especifico para
actinorhodina, ActllORF4. De esta manera se prepard ARN total a partir de cultivos de
la cepa mutante AlIR" 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 Ill). La expresion del gen actllORF4 se encontré 97 veces
disminuida en AlIR" con respecto a la cepa parental M145 (la relacion de expresion AlIR
/M145 fue 0,033 + 0,008). Este resultado indica la inactivacién de allR provoca una
alteracion metabdlica que afecta la expresion del regulador ActllORF4 vy
consecuentemente la biosintesis de actinorhodina.

Si bien no se determind la expresion del gen redD, esperariamos observar el
mismo efecto en este activador como causa de la disminuciéon de la produccién de
undecilprodigiosina.

Finalmente para verificar si el aumento en los niveles de proteinas de la via de
alantoina de la cepa AlIR" genera una modificacion en los niveles de purinas que
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puedan afectar la sintesis de (p)ppGpp, se aislaron nuevas mutantes en los genes allB 'y
alc de la via de degradacion de alantoina a partir de la cepa AlIR". Esta idea plantea que
si uno bloquea la via de degradacidn de alantoina se deberia frenar la degradacion de
purinas. Para la construccién de estas cepas mutantes, no se pudieron utilizar los
césmidos conteniendo las inserciones transposdnicas anteriormente mencionados,
posiblemente debido a la baja eficiencia de la recombinacién homoéloga para
fragmentos pequenios (entre los genes allR-allB).

Es por esto que para esta construccion se utilizd una estrategia diferente.
Primero se construyd un plasmido suicida movilizable que contenia los genes allR y alc.
Esta construccion contiene una delecion del promotor bidireccional PallR-allB y una
delecion del gen allB. Este plasmido se transfirié por conjugacién a la cepa AlIR (Hyg")
y mediante un doble evento de recombinacién se aisl6 una cepa sensible a los
antibidticos apramicina e higromicina que llamamos AP-AIIB (Figura 38 A).

La construccion de la cepa AP-AlIB fue analizada por la técnica de Southern Blot.
Para esto, se obtuvieron cantidades suficientes de DNA gendmico de las cepas M145,
AlIR" y AP-AIIB que se cortaron con la enzima de restriccion Notl, observandose el
correcto patron de digestion (Figura 38 B).

Debido a que esta cepa lleva la delecién en el promotor bidireccional PallR-allB y
el gen allB, la expresidon de los genes allR y alc deberia encontrarse afectada (Figura 12
A). Esto fue verificado mediante determinacion de RNAm por RT-PCR semicuantitativa.
Para esto se aislé RNA total de la cepa AP-AlIB y M145, se obtuvo ADNc y se realizé una

PCR con los oligos correspondientes (Tabla Ill) (Figura 38 C).
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C)
hrdB RT allR RT allB RT alc RT

! 1T

Figura 38. A) Estrategia utilizada para la obtencidn por doble evento de recombinacién de la cepa AP-
AlIB. B) Autoradiografia de Southern Blot y esquema de restriccién con enzima Not | para las cepas
M145, AlIR, resultante del simple evento de recombinacion y AP-AIIB. C) PCR semicuantitativa donde las
calles 1, 3, 5y 7 corresponden a M145 ADNg, vy las calles 2, 4, 6, y 8 corresponden a AP-AlIB 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 produccion de antibioticos de la cepa AP-AIIB, la misma se crecid
en MM-GC y se tomaron muestras a 60 y 72 horas de crecimiento. Al cuantificar los
niveles de produccién de undecilprodigiosina y actinorhodina, los mismos se
encontraron muy similares a los de la cepa AlIR™ (Figura 13 A).

Estos resultados permiten descartar la hipdtesis de que un aumento en los
niveles de expresién de AllB-Alc podria provocar un efecto en los niveles de purinas y
asi una disminuciéon de (p)ppGpp como causa de la disminucién de la produccién de
antibioticos en la cepa AllR".

Para corroborar estos estudios, se realizd la complementacién de la cepa AP-AIIB
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
(PLNO9 y pJM12, Tabla Il). El fenotipo de produccion de antibidticos se revirtid
Unicamente con la introduccion de una copia funcional del gen allR en la mutante AP-
AlIB, verificando el resultado obtenido (Figura 39 B).

Como parte de los estudios fenotipicos de esta cepa mutante, también se

estudio el crecimiento de la misma en medio con alantoina como Unica fuente de
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sea capaz de crecer en el mismo

debido a la ausencia de las enzimas AlIB y Alc (Figura 39 C).
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Figura 39. A) Cuantificacion de la produccién de undecilprodigiosina y actinorhodina a 60 y 72 horas de

crecimiento en MM-GC respectivamente. Las letras a y b

denotan diferencias estadisticamente

significativas aplicando Test de Student (P < 0,1). B) Produccién de antibidticos en medio minimo

suplementado con acetato y casa aminoacidos de las cepas M145, AlIR, AP-AlIB, y las cepas

complementadas AP-AlIB/allR y AP-AllB/allB-alc. Se eligid este medio sélido debido a que la produccidn

de antibidticos se observa mas claramente que en MM-GC sdlido. C) Crecimiento de la cepa AP-AIIB 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 hipdtesis inicialmente, estos
resultados también permiten descartar que la disminucién de la produccién de
antibioticos se deba un aumento en los niveles de amonio intracelular que afecte la
expresion de los activadores transcripcionales especificos de la biosintesis, como se

determiné en el Capitlulo | de este trabajo.

Reversion del fenotipo de la mutante AlIR

Debido a que las hipdtesis anteriores resultaron incorrectas, en esta etapa del
trabajo se planted una nueva estrategia basada en los estudios protedmicos. Estos
estudios muestran el aumento en los niveles de expresion de otras proteinas de la via
de la alantoina. Por esta razén, nos planteamos buscar si la inactivacion de otras
proteinas de la via era capaz de revertir el fenotipo de produccién de antibidticos en la
mutante AlIR". La finalidad de esto fue encontrar el gen cuyo aumento de expresiéon
por ausencia del represor AlIR es responsable de la disminucién en la produccién de
antibidticos.

De esta manera, se construyeron dos nuevas mutantes AlIR'Gcl” y AlIRHyi
utilizando nuevamente la metodologia de insercidn transposénica y partiendo de la
cepa AlIR™ (Hyg"). La correcta construccién de estas cepas fue corroborada por PCR
utilizando los oligos correspondientes (Tabla Ill).

La Figura 40 A y B muestra que Unicamente la mutante AlIR" Hyi fue capaz de
recuperar el fenotipo parental de produccién de antibidticos mientras que la mutante
AlIR Gcl” presentd un fenotipo de produccién de antibidticos similar a la cepa AlIR".

Este resultado indica que el aumento de la actividad enzimatica de la proteina
Hyi es capaz de generar un cambio metabdlico que afecta la produccion de antibidticos
en la cepa AlIR". Para verificar este resultado, la cepa AlIR'Hyi  se complementd con una
copia funcional del gen hyi bajo el control de su propio promotor y se cuantificé la
produccién de antibidticos. A su vez, también se obtuvo una mutante simple en el gen
hyi, en este caso se observé un aumento significativo de la producciéon de tanto de
actinorhodina como de undecilprodigiosina, lo que resulta de interés para una futura
manipulacion genética con el objetivo de aumentar la produccion de antibidticos en S.

coelicolor (Figura 40 B).
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Figura 40. A) Produccién de antibidticos en las cepas M145, AlIR,, AlIR/allR y AlIR'Hyi'/hyi en MM-GC.

Las cepas AlIR”/alIR y AlIR'Hyi/hyi corresponden a la cepa AlIR" y AlIR'Hyi complementadas con una copia

funcional del gen allR y hyi, respectivamente. B) Cuantificacion de la produccién de undecilprodigiosina

y actinorhodina a 60 y 72 horas de crecimiento en MM-GC respectivamente. Las letras a, b, cy d

denotan diferencias estadisticamente significativas aplicando Test de Student (P < 0,1).
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Este resultado estaria indicando que el producto de la enzima Hyji,
hidroxipiruvato, o algin derivado metabdlico del mismo, es el causante de la
disminucion de la produccion de antibidticos en la mutante AIIR". La utilizacién de
hidroxipiruvato en el interior celular no se conoce con exactitud, se presupone que es
utilizado por la célula para la sintesis del aminodcido serina pero hasta el momento

esto no ha sido comprobado.

Conclusiones y discusion

En esta parte del trabajo se identificd y caracterizé el regulador transcripcional
negativo de la via de degradaciéon de alantoina en S. coelicolor. Este regulador
pertenece a la familia de reguladores IcIR, que se caracterizan por la presencia de un
dominio HTH de unidon a ADN en el extremo N-terminal y un dominio de unién a
moléculas efectoras en el extremo C-terminal. Miembros de esta familia son también
el regulador AlIR de la via de alantoina y el regulador IcIR de la via del glioxilato de E.
coli y el regulador TM-IcIR de Thermotoga maritima que regula el metabolismo de
xilulosa, dentro de los mas caracterizados [109, 200, 201].

Estudios protedmicos permitieron identificar proteinas de la via de degradacién
de alantoina cuya expresién se encontré alterada en la cepa mutante AlIR". Estos
resultados evidenciaron una participacion de la proteina AlIR en la regulacion del
metabolismo de alantoina.

Posteriormente, a partir de estudios de retardo de la movilidad electroforética,
se determind que el regulador AlIR reconoce sitios de union en los promotores de los
genes allB, aceBl y hyi. Estos sitios especificos de unidon presentan una secuencia
pseudo-palindromica que fue identificada a partir de ensayos de proteccién a la
digestion con nucleasa. Este sitio se encuentra conservado en regiones promotoras de
genes ortdlogos en otras especies de Streptomyces. Por otro lado, resulta interesante
resaltar que tanto el regulador AlIR como IclR de E. coli presentan secuencias
totalmente palindromicas de unidon a ADN que son muy similares a la encontrada para
AlIR de S. coelicolor, donde los residuos 5° TTCC - GGAA 3" se encuentran presentes
pero en sentido inverso (5" GGAA-> TTCC 37) [199, 202].

La secuencia pseudo-palindromica de unidon de AlIR sugiere una simetria de

unién de este regulador al ADN. En E. coli, el regulador AlIR se une en forma de
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tetramero a las regiones promotoras, requiriéndose cuatro dominios HTH para una
union efectiva [109].

El sitio de unién a moléculas efectoras en el extremo C-terminal de la familia de
reguladores IcIR no presenta amino acidos conservados que participen en la union 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 via de degradacién de alantoina en este E. coli, esta
propuesto que alantoina y glioxilato actian como efectores, actuando el primero como
co-represor y el segundo como activador de la via [108, 202]. En este trabajo, se
determind que alantoato es una molécula efectora del regulador AlIR en S. coelicolor,
actuando como activador de la via de degradacién de alantoina (Figura 41).
Posiblemente glioxilato también sea efector de AlIR, sin embargo, se requiere un

mayor numero de ensayos para verificarlo.
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gIXR [ ]scoﬁZO? $C06208

allB alc

Alantoato ﬂ
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aceB1 allR ‘ allB alc
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glxR hyi s5c06207 sc06208
Y
< a

Figura 41. Modelo propuesto de regulacidn de la via de degradacion de alantoina en S. coelicolor.

Por otra parte, la mutante AlIR" presenté una marcada disminucion de la

produccién de antibidticos, siendo la produccion de actinorhodina la mas afectada.
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Esta disminucién no se debe a una falta de precursores para la biosintesis de los
mismos; esto fue demostrado mediante el estudio de la acumulacién de TAGs, que no
se encontraron afectados en la cepa mutante AlIR’, y mediante la construccién de una
doble mutante AIIR" AceB1™ que no revirtid la produccion de antibidticos a sus niveles
normales. A su vez, también se estudié la posibilidad de una alteracién en los niveles
purinas que podrian afectar la sintesis de la molécula senalizadora (p)ppGpp en la
mutante AlIR" como causa de la disminucion de la produccion de antibioticos. Si bien
los valores de esta molécula no pudieron ser cuantificados, la construccion de la triple
mutante AP-AlIB permitié descartar esta hipdtesis ya que tampoco revirtio la
produccién de antibidticos como se esperaba.

Por ultimo, se identificd un gen cuyo aumento de expresion en la mutante AlIR
posiblemente causa el desbalance metabdlico que, directa o indirectamente, es capaz
de afectar la sintesis de antibidticos. Este gen codifica para una enzima con actividad
hidroxipiruvato isomerasa, capaz de catabolizar la conversion de tartronato
semialdheido en hidroxipiruvato. Si bien no se comprobd experimentalmente,
podemos especular que el aumento en los niveles de hidroxipiruvato en el interior
celular podria generar un efecto citotoxico que no afecta el crecimiento celular pero si
la produccion de metabolitos secundarios. Ha sido propuesto que el hidroxipiruvato
presenta efectos toxicos para la célula, debido a que es capaz de autoxidarse
generando moléculas reactivas de oxigeno 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 produccién de pimaricina y en S. hygrocopicus la
producciéon de validamicina A [205-207]. Sin embargo, en estos casos el aumento de
moléculas reactivas de oxigeno provoca un aumento de la produccién de estos
antibidticos. Por lo cual, se pone en duda esta ultima hipdtesis y se deja abierta una
linea de trabajo interesante para continuar estudiando.

Proteinas homodlogas a la enzima hidroxipiruvato isomerasa se encuentran
ampliamente distribuidas tanto el procariotas como en eucariotas, esto indica que la
reaccion enzimatica que cataliza o bien la enzima misma es de gran importancia
fisioldgica. Se ha propuesto que el tartronato semialdehido generado a partir de

glioxilato se utiliza para derivar energia y para la generacién de bloques de carbono
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para la sintesis de otros metabolitos, como ser hidroxipiruvato que sirve de precursor
para el aminoacido serina [96].

Como alternativa para poder encontrar una respuesta al fendmeno observado
analizamos el resto de las proteinas cuya expresion se encontraba alterada en la
mutante AlIR" en los experimentos previos de protedmica. Varias proteinas del
metabolismo de aminoacidos se evidenciaron alteradas, dentro de las mismas
podemos destacar la proteina SerA (Sco5515), que cataliza el primer paso de sintesis
de serina, convirtiendo 3-fosfoglicerato en 3-fosfohidroxipiruvato. Este paso se
considera el limitante de la velocidad de reaccion en la via de sintesis de este
aminodcido [208]. Los niveles de expresién de SerA se encontraron aumentados a 46
horas de crecimiento en MM-GC en la mutante AlIR’, lo cual podria estar relacionado
con la generacion de hidroxipiruvato en esta cepa.

En S. auerofasiens SP2 vy S. rimosus la presencia de altas concentraciones de
serina en el medio provocan una marcada disminucién de la produccion del antibiotico
tetraciclina y oxitetraciclina, respectivamente, aunque el mecanismo por lo cual esto
ocurre se desconoce [209]. En el caso de la mutante AlIR" la sintesis de serina a partir
de hidroxipiruvato podria estar provocando la disminucion de la produccion de
undecilprodigiosina y actinorhodina. Experimentos futuros de cuantificacion de
metabolitos intracelulares podrian aclarar esta ultima hipotesis.

Por otro lado, proteinas del metabolismo de carbono y de nitrégeno también se
encontraron afectadas en los experimentos de protedmica, lo cual denota una
alteracion general del metabolismo primario; sin embargo, no se pudieron sacar
conclusiones generales de estos estudios.

Finalmente, durante los estudios del gen hyi se evidencié que una mutacién en el
mismo provoca un aumento de la produccién de antibidticos en MM-GC. Esto abre una
importante linea de trabajo a futuro debido a que representaria una nueva estrategia
de manipulacion genética para el mejoramiento de la produccién de metabolitos
secundarios en este género bacteriano; y resalta la importancia del estudio de vias
metabdlicas primarias en el entendimiento del flujo metabdlico hacia la sintesis de

compuestos bioactivos.
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Mediante estudios de crecimiento de la cepa S. coelicolor M145, se determind
gue esta especie bacteriana es capaz de crecer en alantoina como Unica fuente de

carbono y nitrégeno.

A partir de experimentos protedmicos se identificaron seis proteinas
involucradas en el metabolismo de alantoina en S. coelicolor: alantoicasa, Alc,
ureidoglicolato liasa, Ugl, malato sintasa, AceB1, glioxilato carboligasa, Gdcl,
hidroxipiruvato isomerasa, Hyi, y tartronato semialdehido reductasa, GIxR.
Posteriormente, mediante ensayos bioquimicos y de ingenieria genética, se
caracterizo la via completa de degradacion de alantoina en esta bacteria que incluye

también las proteinas alantoinasa, AllB, y el complejo ureasa, Ure.

Se determind que las proteinas AlIB y Alc presentan actividad alantoinasa vy
alantoicasa, respectivamente, y que las mismas son esenciales para el crecimiento con
alantoina como Unica fuente de carbono y nitrégeno. Estos resultados demostraron
que la via estudiada es la uUnica implicada en el metabolismo de alantoina en S.
coelicolor. A su vez, también se caracterizaron las proteinas Hyi y GIXR como
hidroxipiruvato isomerasa y tartronato semialdehido reductasa, respectivamente. De
estas cuatro enzimas se obtuvieron los parametros cinéticos especificos, siendo los
mismos similares a los encontrados para proteinas ortélogas en otros géneros

bacterianos.

El metabolismo de alantoina provoca una marcada disminucién de la produccion
de antibidticos que se debe a una disminucidon en la transcripcion de los genes de
biosintesis de los mismos, consecuencia de la reduccion de la transcripcién del
activador ActllORF4 de la via. A su vez, el metabolismo en exceso de alantoina genera
un aumento de amonio, que se evidencia mediante técnicas metabolémicas y
determinaciones de urea y amonio en el medio extracelular. Se plantea que el
aumento de amonio provoca la disminucién de la transcripcién del activador de los
genes de biosintesis y como consecuencia la disminucién de la produccion de

antibidticos. Esto se propone ya que la construccion de una mutante en el complejo
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ureasa que no libera amonio al medio de cultivo permite revertir la produccion de

antibidticos a los niveles de produccion de la cepa parental en medio sin alantoina.

Se identificd y caracterizo el regulador transcripcional negativo AlIR de la via de
degradacion de alantoina en S. coelicolor. Se determind que este regulador controla su
propia expresion y la de los genes allB, aceB1 y hyi. Se determind el sitio de unién
especifico a los promotores de estos genes, el cual resultd altamente conservado en

genes ortélogos de otras especies de Streptomyces.

Se establecid que alantoato es una molécula efectora del regulador AlIR,
activando la via de degradacién de alantoina y se propuso un modelo de regulacién

para la misma.

La inactivacion del gen allR provoca una significativa disminucién de la
producciéon de antibidticos debida a un aumento de la expresion de la proteina Hyi.
Esto se evidencia mediante la construcciéon de la mutante AlIR'Hyi" que revierte la
produccién de antibidticos a los niveles de produccion de la cepa parental M145.
Estudios protedmicos y transcripcionales sugieren que la sobreexpresién de hyi
provoca un desbalance metabdlico que lleva en ultima instancia a la disminucion de la
expresion de los activadores transcripcionales especificos de la sintesis de
undecilprodigiosina y actinorhodina. La conexion entre la sobreexpresion de hyi y los

activadores transcripcionales debe ser confirmada.

La inactivacion del gen hyi genera un aumento de la produccion de antibidticos
en S. coelicolor, representando una nueva herramienta de manipulacién genética para
el mejoramiento de la produccion de metabolitos secundarios en este género

bacteriano.
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Las purinas y derivados como la alantoina son componentes abundantes del
suelo, constituyendo una fuente de carbono y nitrégeno muy importante del habitat
natural de Streptomyces. En este trabajo de tesis se caracterizé la via metabdlica de
degradacion de alantoina como asi también la regulacion de la misma en S. coelicolor,
mediante técnicas protedmicas, metaboldmicas, bioquimicas, de biologia molecular y
de ingenieria genética.

A partir de experimentos de protedmica se identificaron la mayor parte de las
proteinas involucradas en la degradacién de alantoina en esta bacteria.
Posteriormente, se caracterizaron cuatro enzimas de esta via, alantoinasa vy
alantoicasa, las cuales son esenciales para el crecimiento de la bacteria en medio con
alantoina, e hidroxipiruvato isomerasa y tartronato semialdehido reductasa mediante
técnicas bioquimicas y de ingenieria genética.

Por otra parte, se identifico el regulador transcripcional negativo AlIR del
metabolismo de la alantoina en S. coelicolor. Ensayos in vitro permitieron identificar
los sitios de union de este regulador a tres promotores de la via. Estos sitios se
encuentran altamente conservados en otras especies de Streptomyces lo que denota
una preservacion en la regulacidén de esta ruta metabdlica en este importante género
bacteriano. Estos estudios permitieron proponer un modelo de regulacion mediado
por alantoato.

A su vez, este trabajo permitid realizar una conexion importante entre el
metabolismo primario de alantoina y el metabolismo secundario de produccion de
antibidticos en S. coelicolor. Por un lado, se evidencié que la degradacién de alantoina
provoca una marcada disminucion de la produccidn de antibidticos. Mediante técnicas
de metaboldmica y analisis de compuestos nitrogenados en los cultivos se pudo
determinar que el producto final de esta via es amonio. El aislamiento de una mutante
en el complejo ureasa, que no genera acumulacion de amonio extracelular pero es
capaz de producir niveles normales de antibiéticos en medio con alantoina, permitio
conectar el exceso de amonio con la inhibicion de la produccion de antibidticos
durante el metabolismo de alantoina. Por otro lado, se establecid6 que el normal
funcionamiento del regulador AlIR es necesario para la produccion de antibidticos en S.
coelicolor, ya que la inactivacién del gen allR afecta notablemente la sintesis de los

mismos. La inactivacion de genes que aumentan su expresion en ausencia del
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regulador AIlIR permitid identificar al gen hyi, que codifica para la enzima
hidroxipiruvato isomerasa, como responsable de este efecto. La mutante AlIRHyi
revierte la produccion de metabolitos secundarios a los niveles de la cepa parental.
Para agregar a esto, una mutacién en el gen hyi en la cepa parental provoca un
aumento de la sintesis de antibidticos y abre una puerta para estudios futuros como
estrategia para aumentar la produccion de compuestos bioactivos en esta especie
bacteriana.

Este trabajo expresa la importancia del estudio de las vias metabdlicas primarias,
no solo para aumentar el conocimiento general de este importante género bacteriano
sino también debido a la interaccion de estas vias con el metabolismo secundario y la

posibilidad de una futura manipulacién para beneficio del ser humano.
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