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RESUMEN

Durante el ciclo biologico de Streptomyces se pueden diferenciar dos tipos
de metabolismo, primario y secundario. El metabolismo primario se define como el
conjunto de reacciones anabdlicas y catabodlicas cuyo resultado es el mantenimiento
de los procesos vitales de la célula (sintesis de acidos grasos, proteinas, lipidos,
polisacaridos, coenzimas etc...) y el incremento de la biomasa total. Estos procesos
son esencialmente idénticos en todas las células vivas. Por el contrario, en el
metabolismo secundario se forman productos que no son esenciales para el
crecimiento del organismo productor de estructuras quimicas complejas del
organismo, sintetizados generalmente al comienzo de la fase estacionaria. No
obstante, los productos originados suelen conferir ventajas ecolégicas y

consecuentemente una mayor competitividad bioldgica.

El objetivo del presente trabajo fue aumentar la produccién de actinorrodiana,
metabolito secundario de S. coelicolor, por medio de la sobreexpresion y
silenciamiento de las dos primeras enzimas del ciclo de krebs, citrato sintasa y
aconitasa. Se ha reportado la sobreexpresion de la enzima acetyl-CoA carboxilasa
mejorando el rendimiento de produccion de ACT; resultados en este proyecto la
sobreexpresion de citrato sintasa y aconitasa la producciéon de ACT se vio afectada por
los descensos de pH presentados en las primeras 48 hrs. En el caso del silenciamiento
por medio de la técnica de ARN antisentido en S. coelicolor hasta el momento no se ha
reportado el uso de ésta técnica. El estudio de citrato sintasa y aconitasa en S. coelicor
se ha reportado por la interrupcién de los genes generando clonas no productoras de
ACT y fenotipos letales. Nosotros presentamos la alternativa de generar clonas
silenciadas con fenotipos no letales y la produccién de ACT esta influenciada por
valores de pH por debajo de pH 6 donde la actinorrodina no es favorable a estos

valores alcanzados.
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ABSTRACT

During the life cycle of Streptomyces can distinguish two types of metabolism, primary
and secondary. The primary metabolism is defined as the sum of anabolic and
catabolic reactions that result in the maintenance of vital cell processes (synthesis of
fatty acids, proteins, lipids, polysaccharides, coenzymes, etc ..) and the increase in
total biomass. These processes are essentially identical in all living cells. By contrast,
in secondary metabolism products are formed that are not essential for the growth of
the organism producing complex chemical structures of the body, usually synthesized
at the beginning of the stationary phase. However, products originating usually confer

ecological advantages and consequently greater biological competitiveness.

The objective of this research was to increase the production of actinorrodiana,
secondary metabolite of S. coelicolor, by overexpression and silencing of the two first
enzymes of the Krebs cycle, citrate synthase and aconitase. It has been reported
overexpression of the enzyme acetyl-CoA carboxylase improving the performance of
actinorhodin production, this project results in overexpression of citrate synthase and
aconitase actinorhodin production was affected by pH declines presented in the first
48 hrs. For the muting technique using antisense RNA in S. coelicolor so far not been
reported using this technique. The study of citrate synthase and aconitase in
S. coelicor has been reported by the disruption of genes producing actinorhodin non-
producing clones and lethal phenotypes. We present an alternative to generate clones
with silenced lethal phenotypes actinorhodin production is influenced by pH values

below pH 6 where actinorrodina does not support these values achieved.
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GENERALIDADES

1. 1 Generalidades del Genero Streptomyces

El género Streptomyces pertenece a la familia Sreptomycetaceae y al orden los
Actinomicetales comprende a bacterias filamentosas Gram positivas aerobias con alto
contendido de Guanina y Citosina (70 % G+C) en su genoma, y un complejo ciclo de
vida, el cual involucra diferenciacién morfolégica (Woese, 1987). Se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza, siendo el suelo su habitad principal. Estos
microorganismos viven en condiciones sapréfitas degradando restos organicos,
principalmente materia vegetal (Hodson, 2000). La capacidad de degradar este tipo
de materia es por la capacidad de producir enzimas extracelulares, algunas de ellas
son de interés para el sector industrial, entre las que destacan proteasas (Henderson
et. al., 1987), celulasas, amilasas (Long et. al., 1987), lipasas (Jiménez et. al, 1987),

quitinasas y xilanasas (Morosoli et. al, 1986).

Por su versatilidad metabdlica este género es de importancia industrial por su
capacidad de generar metabolitos con actividad biolégica. Se conoce que 23,000
metabolitos secundarios bioactivos producidos por microorganismos, solo 150, 000
de éstos son usados en farmacologia, agricultura y otras aéreas. Pero mas del 10,000
de estos compuestos son producidos por actinomicetos, representando asi el 45% de
todos los metabolitos secundarios bioactivos descubiertos. Entre los actinomicetos,
alrededor de 7,600 compuestos son producidos por especies del genero Streptomyces
(Bérdy, 2005). La importancia de estos metabolitos es su actividad bioldgica, como los
son los antibidticos, compuestos antitumorales, inmunosupresores, antivirales,

agentes antiparasitarios (Thompson et al., 2002; Challis y Hopwood, 2003).

1.2 Ciclo de Vida de Streptomyces

El ciclo de desarrollo de los microorganismos del género Streptomyces es un
proceso complejo a lo largo del cual se desarrollan estructuras diferenciadas. Este
proceso es estudiado en medio sélido, debido principalmente a que en cultivos

liquidos la mayoria de las cepas no son capaces de esporular. Las estructuras
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diferenciadas en cultivos solido son: un micelio sustrato, producto de la fase
vegetativa del ciclo y un micelio aéreo o reproductivo, que culminara su desarrollo
con la formacién de esporas. Las esporas pueden permanecer latentes por un tiempo
prolongado hasta que las condiciones ambientales proporcionen las entorno

necesario (humedad y nutrientes) para que estas germinen.

Las células de Streptomyces permanecen asociados, formando largos filamentos. Estas
hifas alargadas crecen de forma apical en las extremidades y al mismo tiempo
generan una compleja red de micelio vegetativo. Streptomyces exhibe un patrén de
crecimiento bifasico correlacionado con un interruptor del desarrollo. (Granozzi et al,
1990; Stsstrunk et al, 1998). Por lo tanto, una fase inicial de crecimiento es seguido
por una breve interrupcion, luego vuelve a la acumulacién de biomasa, acompafiado

por la aparicién de hifas aéreas y el inicio del metabolismo secundario.

1.3 Caracteristicas Genéticas de Streptomyces coelicolor A3 (2)

Del genero Streptomyces, se considera a Streptomyces coelicolor A3 (2) el organismo
modelo de los actinomicetos (Hopwod, 1999). Siendo el primer genoma secuenciado
de este género en el 2002. El genoma de Streptomyces coelicolor A3 (2) es un
cromosoma lineal de 8,667,507 pb donde se han identificado 7,825 probables genes
con un unico origen de replicacion (OriC) localizado en la region central. Se estima que
965 proteinas tienen una funciéon reguladora, 819 proteinas son secretan (que
incluyen numerosas enzimas hidroliticas), 614 proteinas participan en el transporte, y
22 clusteres estan involucrados en la produccién de metabolitos secundarios (Bentley
et. al. 2002).

Se puede distinguir una regiéon central de 4,9 Mb en la que se encuentran
mayoritariamente genes esenciales para el crecimiento. Entre estos genes
destacan: genes implicados en division celular, en replicacion del DNA, en
transcripcion, traduccién y en la biosintesis de aminoacidos. La region central o
core esta flanqueada por dos brazos, el izquierdo de 1,5 Mb y el derecho de 2,3 Mb.

Estas regiones laterales del cromosoma contienen muchos genes que codifican
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proteinas no esenciales como enzimas del metabolismo secundario y enzimas

hidroliticas (Bentley et al., 2002; Ikeda et al, 2003).

El alto grado de sintenia en la region central del cromosoma de los distintos
Streptomyces (unos 3000 genes) es extensible a muchos actinomicetos. La
comparacién gendémica entre distintos actinomicetos también pone de manifiesto la
expansidon cromosdmica de Streptomyces y su riqueza en genes, destacando entre
otros, los sistemas reguladores. Queda por tanto reflejado en el genoma de estas
bacterias la capacidad de detectar y responder a gran variedad de estimulos

extracelulares (Hsiao y Kirby, 2008).

Por ejemplo, en total 53% de los genes de Streptomyces coelicolor A3 (2) son
secuencias conservadas con Streptomyces avermitilis, donde su posicion relativa en el
genoma se ha mantenido durante la evolucidn de estas dos especies de Streptomyces.
El 35% de los genes ortélogos de Streptomyces coelicolor A3 (2) presentan una
posicidn que no es conserva en S. avermitilis; 'y sélo el 12% de los genes no presenta
homologia en S. avermitilis. Fuera de 711 marcos de lectura abierta (ORFs) incluidos
en S.coelicolor, el 78% son secuencias conservadas con S. avermitilis, lo que demuestra
que hay un grado elevado de sintenia de genes metaboélicos que para los otros genes.

(Irina et. al,, 2005).

La informacion proporcionada por el analisis de organismos secuenciados muestra
que la distribucion de genes en el genoma presenta distribuciones de genes esenciales
en el interior del cromosoma, mientras que los genes implicados en el metabolismo
secundario estan en los brazos cromosomales (Redenbahc et. al, 1996, Bentley et. al,

2002).

1.4 Metabolismo secundario en Streptomyces coelicolor.
Durante el desarrollo de Streptomyces se identifican dos tipos de metabolismo,
primario y secundario. El metabolismo primario se define como el conjunto de

reacciones anabodlicas y catabodlicas cuyo fin es el mantenimiento de los procesos
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vitales y el incremento de la biomasa total. Por el contrario, en el metabolismo
secundario se forman productos que no son esenciales para el crecimiento del
microorganismo. La sintesis de los metabolitos secundarios se produce al final de
la fase de crecimiento exponencial o en la fase estacionaria, y se encuentra

estrechamente relacionada con la diferenciacion morfolégica en Streptomyces.

El analisis de la secuencia del cromosoma de S. coelicolor ha permitido la
identificacion de al menos 23 clusters de genes (aproximadamente el 4,5 % del
genoma) relacionados con la biosintesis de metabolitos secundarios. Los metabolitos
secundario mas estudiados y que se conocen algunos pasos de sus rutas biosintéticas
son actinorrodina (ACT), undecilprodigiosina (RED) y antibiético dependiente de
calcio (CDA, del inglés: Calcium Dependent Antibiotic). S. coelicolor A3 (2)
produce ademds un cuarto antibiético denominado metilenomicina cuyos genes

biosintéticos estan localizados en el plasmido SCP1.
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Figura 1. Metabolitos secundarios producidos por S. coelicolor.

Los cuatro metabolitos producidos por S. coelicolor tienen distinta naturaleza
quimica (Fig. 1). La actinorrodina es un policétido aromatico pigmentado que

sirve como indicador de pH. Es de color azul y soluble en agua en medio basico
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(pH>7) y rojo e insoluble en agua en medio acido. La undecilprodigiosina es un
pigmento rojo con una estructura de tripirrol altamente hidrofébica. E1 CDA es
un lipopéptido ciclico y la metilenomicina es una ciclopentanona. El papel
principal de estos antibidticos es defender la colonia de competidores al tiempo que
se desarrolla el micelio aéreo y selisa el micelio sustrato (Kieser et al, 2000).
Todos ellos son activos frente a Gram positivas, aunque su actividad biologica
permanece bastante inexplorada. La actinorrodina por su relacién estructural con
otros antibioticos como la kalafungina y nanomicina podria actuar como un
agente alquilante biorreductor. La undecilprodigiosina pertenece al grupo de las
prodigiosinas, las que actualmente tienen gran atractivo por su efecto
inmunosupresor y anticancerigeno (Williamson et al., 2006; Ho et al., 2007). E1 CDA
forma un ionéforo dependiente de calcio y actia alterando la permeabilidad de la

membrana plasmatica de otros microorganismos (Lakey et al., 1983).

1.5 Regulacion del metabolismo secundario en Streptomyces coelicolor.

Los metabolitos secundaros son producto de la una compleja red biosintetica donde
los precursores de éstos estaran localizados en productos del metabolismo primario.
La agrupacion de los genes involucrados en la produccién de este metabolito
secundario llamado “cluster” puede localizarse en el cromosoma, y en algunas

excepciones en plasmidos.

La produccién de antibidticos en S. coelicolor comienza cuando el cultivo entra en
fase estacionaria y coincide temporalmente con los procesos de diferenciacion
morfologica. Cada “cluster” biosintético esta sometido a una regulacion especifica que
hace que un determinado antibidtico se sintetice en un momento concreto y bajo
una serie de circunstancias. A su vez, la biosintesis de varios o de todos los
antibidticos esta controlada coordinadamente por reguladores globales o
pleiotropicos. Hay reguladores que incluso afectan a procesos completamente
diferentes como son la produccion de antibioticos y la diferenciacion morfolégica
(Huang et al, 2005). La expresion de ambos grupos de genes reguladores

(especificos y globales) y consecuentemente el comienzo de la biosintesis de
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antibiéticos, esta determinado e influenciado por gran variedad de factores
fisiolégicos y medioambientales entre los que destacan: la tasa de crecimiento del
microorganismo, moléculas de sefializacién, desequilibrio del metabolismo y varios

tipos de estrés fisiologico (Bibb, 1996).

El mecanismo de regulacion general de la biosintesis de metabolitos secundarios es el
que ejercen las fuentes nutricionales y los factores de estrés, como el choque
térmico, las radiaciones, concentraciones de oxigeno demasiado bajas o altas y la
acidificacion del medio. Ademas de este control general existen otros grados de

regulacion mucho mas especificos.

El metabolismo secundario en S. coelicolor A3(2) parece estar influenciado por
sistemas reguladores independientes como los genes bld (Chater, 1993), ppGpp
(Chakraburty y Bibb, 1997; Martinez-Costa y col.,, 1996), sistemas reguladores de
dos componentes (Anderson y col.,, 2001; Ishizuka y col., 1992), reguladores del tipo
y-butirolactona (Onaka y col., 1998; Takano y col., 2001), AMPc (Horinouchi y col,,
2001; Stsstrunk y col., 1998).

Estos sistemas detectan condiciones nutricionales como disponibilidad de carbono,
nitrogeno y fosfato asi como condiciones ambientales como temperatura,
osmolaridad y otra serie de condiciones estresantes. Algunos de los estimulos
detectados por estos sistemas son transmitidos a activadores especificos, como
actll-ORF4 y redD, viéndose afectada la producciéon de los metabolitos secundarios

producidos por S.coelicolor.

1.6 Produccion de actinorrodina en Streptomyces coelicolor A3 (2)

El malonil coenzima A (CoA) es un metabolito esencial en la mayoria de los
organismos vivos. Se trata de un sustrato en la sintesis y sistemas de elongacién de
acidos grasos y sintesis de policétidos en plantas, hongos y bacterias (Hopwood y
Sherman, 1990). EL malonil-CoA es utilizado en la produccion de muchos de los

farmacéuticos tipo policétidos importantes producidos bacterias del genero
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Streptomycetes (Hopwood y Sherman, 1990). La biosintesis de malonil-CoA se
produce en la mayoria de las especies a través de la carboxilacion de acetil-CoA por un
acetil-CoA carboxilasa ATP-dependiente (ACCase) (Toh,H. et. al, 1993). La reaccion
catalizada por esta enzima es un proceso de dos etapas que involucra la formacién de
carboxibiotina dependiente de ATP, seguida de la transferencia de la fraccion
carboxilo al acetil-CoA.. Los metabolitos secundarios producidos por S. coelicolor
como lo es undecilprodigiosina (RED) y actinorrodina (ACT), se sintetizan durante
estas fases de crecimiento y requieren malonil-CoA para su sintesis (Fig. 2)

(Rodriguez et. al, 2001).

El policétido aromatico ACT es miembro de la clase de benzoisocromoquinonas
(BIQs). El esquelo cromofero de los BIQs es derivado de la linea de policétidos de 16,
18 o 20 carbonos formados por la policétido sintasa (PKS). Andloga a la del acido
graso sintasa (FAS), PKSs catalizan la biosintesis de la policétidos a través de
repetidos enlaces C-C formados de las reacciones de selecciona miento entre los acil-
CoA (Cane et al. 1998). Sin embargo, en contraste con la biosintesis de acidos grasos,
la columna vertebral de la cadena de carbono de policétidos presenta mayor variedad
con respecto a la eleccion de acil-CoA y del grado de reduccion de -cetona grupos
funcionales que resultan después de cada de elongacion. Asi para la biosintesis de ACT
la PKS sintetiza un octacetido (C16), columna vertebral de ocho malonil-CoA
equivalentes, mientras que el tetracenomicina (TCM) PKS minima sintetiza una

decacetido (C20), columna vertebral de diez equivalentes de malonil -CoA.
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Figura 2. Representacion esquematica de policétidos sintasa tipo Il responsable de la
produccion de Actinorrodina.

El modelo incluye la biosintesis de los antibi6ticos del tipo policétidos como lo es
actinorrodina (ACT) y antibioticos del tipo péptido ribosomales dependiente de calcio
(CDA). La ruta de biosintesis de undecilprodigiosina (RED) todavia no esta
completamente dilucidada (Thomas et. al. 2002), por lo tanto, s6lo los pasos conocido

por su biosintesis se presentan en el modelo.

1.7 Metabolismo primario y secundario actinomicetos

La mayoria de los metabolitos secundarios son sintetizados a partir de precursores
del metabolismo primario. Para la biosintesis de metabolitos secundario, se ha
buscado incansablemente la relacién que existe entre metabolismo primario y
precursores para incrementar la produccion de éstos.

La via de Embden-Meyerhof y pentosas fosfatos, son vias que estan relacionadas
entre si para formar el metabolismo de S. coelicolor A3 (2) Las enzimas del
metabolismo son las que regulan el fluyjo de carbono entre ellos. El primer
intermediario en el catabolismo de la glucosa es la glucosa-6-fosfato (G6P), que es
utilizada como sustrato comun para fosfoglucosa isomerasa (Pgi), la glucosa 6-fosfato

deshidrogenasa (Zwf), y fosfoglucomutasa (PGM). Zwf es la enzima encargada de
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hacer canal de conexién entre la via de Embden-Meyerhof y pentosas fosfatos. PGM
cataliza la reaccidn reversible de G6P y glucosa-1-fosfato (G1P), que podria dar lugar a
la desviacion de carbono para la biosintesis de los polimeros de glucosa como
glucégeno (Ryu et al, 2006) o la biosintesis de la 6-deoxyhexoses (6DOH)
caracteristica, pero no exclusiva, del metabolismo secundario y se encuentra en
muchos los metabolitos secundarios bioactivos (Salas y Méndez, 2005). Pgi dirige el
catabolismo de los hidratos de carbono a través de la via de Embden-Meyerhof y

posteriormente al ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT).

Las deleciones realizadas en Streptomyces lividans en los genes zwfl y zwf2 que
codifican para isoenzimas de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, reduce el nivel de
actividad zwf a aproximadamente a la mitad en comparacién a la cepa parental. El
presunto flujo de carbono mas bajo a través del PPP en cada una de las mutantes Azwf
permitié la utilizacion de glucosa mas eficiente a través de la glucélisis, que origino en
niveles mas altos en producciéon de antibioticos (Butler et al, 2002). En el caso de S.
coelicolor, los genes de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Zwf) y fosfoglucomutasa
(Pgm) fueron eliminados. Bajo las condiciones ensayadas, la deficiencia de glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa codificada por zwf2 juega un papel mas importante que la
codificada por zwf1 en la determinacién del flujo de carbono a ACT, mientras que la
funcion de Pgm codificada por SCO7443 no se defino claramente. Los mutantes Apgm
presentaron inesperadamente glucoégeno sin verse afectado la producciéon de ACT

(Ryu, etal, 2006).

Un caso exitoso de produccién de metabolitos secundarios tipo policétido es S.
rimousus M4018, productor de antibiéticos policétidos aromaticos (OTC), por medio
de la delecion de los genes zwf1 y zwf2. La produccién maxima fue de 170 y 180 mg/L
de las cepas mutantes Azwfl y Azwf2 respectivamente, donde la cepa parental
produce 140 mg/L. Demostrando que la delecién de zwfl y zwf2 puede incremental la
producciéon de OTC, debido a que la concentracion de acetil-CoA de las cepas

mutantes son menores en comparacion de la cepa parental, lo cual explicar que la
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mayor cantidad de acetil-CoA es transformado a malonil-CoA, precursor de la

produccion de OTC (Tang Z. et al, 2011)

La principal enzima reguladora de la glucdlisis es la fosfofructoquinasa, la cual cataliza
la fosforilacién de la fructosa-6-fosfato con gasto de una molécula de ATP para formar
fructosa 1,6-bisfosfato y ADP. Este paso esta sujeto a una regulacion extensiva ya que
no solamente es irreversible, sino que también el sustrato original esta forzado a
proceder hacia la ruta glicolitica luego de este paso. La  supresién de
fosfofructoquinasa (glucolisis) que es codificada por el gen pfKA2 en S.coelicolor se
convirtié en una mayor produccién de la pigmentacién de actinorrodina (ACT) y
undecilprodigiosina (RED). También, un mayor flujo de carbono por la via pentosas
fosfato, monitoreado con carbono no.13. El aumento de la via de pentosas fosfato es
debido en gran parte a la acumulacién de la glucosa 6-fosfato y fructosa 6-fosfato,
como fue observado experimentalmente en cepas mutantes. (Irina Borodina, et al,

2008).

El catabolismo de glucosa se genera un compuesto clave que es gliceraldehido-3P
(G3P). El resultado neto de la primera fase de la via glucolitica es la conversién de una
molécula de glucosa en dos moléculas de gliceraldehido-trifosfato; la segunda fase
comienza con la oxidacion del gliceraldehido-trifosfato en lo que, desde el punto de
vista energético, es una de las etapas mas importantes de la via glucolitica, ya que
conserva la energia de oxidacién del grupo aldehido del gliceraldehido-trifosfato en su
producto el 1,3-bisfosfoglicerato. La oxidacidon del gliceraldehido-trifosfato impulsa

tanto la reduccién de la coenzima NAD+ como la posterior fosforilacién del ADP.

Estudios realizados S. clavuligerus con la delecion del gen gapl que codifica para
gliceraldehido-3P deshidrogenasa incrementa la produccién de acido clavulanico por
el incremento del precursor G3P. El aumento de la concentracién intracelular G3P
bloquea parcialmente el flujo de carbono en la via glucolitica que compite con la
biosintesis de acido clavulanico. Asi, el flujo que normalmente habria ido a través de la

glucolisis en vez seria desviado hacia la biosintesis de acido clavulanico, lo que

Julieta Pérez Curiel. Tesis de Maestria. CIBA-IPN Tlaxcala


http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://es.wikipedia.org/wiki/Gluc%C3%B3lisis
http://es.wikipedia.org/wiki/Fructosa-6-fosfato
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://es.wikipedia.org/wiki/Adenos%C3%ADn_trifosfato
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Fructosa_1,6-bisfosfato&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Adenos%C3%ADn_difosfato

representd un incremento global en la producciéon de acido clavuldnico en la cepa
mutante. Los resultados demuestran claramente que la produccién de acido
clavulanico en la cepa mutante se ha mejorado hasta 282 mg/L (210% de la cepa de
tipo salvaje) en cultivos discontinuos en ausencia de aditivos y sin cambios en
ninguno de los componentes en el medio de fermentacion. Un rendimiento aiin mayor
de 422 mg/L (310% de la cepa de tipo salvaje) se alcanz6 en cultivos de lote

alimentado. (Li and Townsend, 2006)

La producciéon de acetil-CoA es precursor de la biosintesis de antibioticos del tipo
policétidos. La enzima acetil-CoA-carboxilasa (ACCase) pertenece a la clase liasa. La
enzima colabora con la biotina por medio de la cual la acetil-CoA fija el CO2 para la
produccion de malonil-CoA el cual interviene en la sintesis de los acidos grasos y en la
biosintesis de metabolitos secundarios tipo policetido. La sobreexpresion de acetyl-
CoA carboxilasa que es codificado por el gen acc en S. coelicolor mejora el
rendimiento de ACT, dando lugar a una utilizacién mdas rapida de la glucosa y
aumentado considerablemente la eficiencia de su conversion en ACT, que utiliza el
ACC como producto, malonil-CoA reductasa como un precursor para la biosintesis de

ACT (Ryu, etal, 2006).

El ciclo de los acido tricarboxilicos (CAT) es una via central del metabolismo. Su
principal funcién catalizadora es proporcionar los equivalentes de reduccién a los
complejos de las vias respiratorias a través de la descarboxilacion oxidativa del acetil
coenzima A (acetil-CoA). También funciona como precursor biosintetico,
principalmente en la sintesis de aminoacidos, y la glucosa. El glutamato y el aspartato
se sintetizan a partir de a-cetoglutarato y oxalacetato, respectivamente, a través de
transaminacién. La asimilacion de las dos moléculas de carbono, como el etanol y el
acetato, a través del ciclo del glioxilato para la sintesis de los hidratos de carbono
depende en parte del ciclo del CAT. Las reacciones anapleréticas, como la piruvato
carboxilasa, reponen los intermediarios del ciclo del CAT que se utilizan en otras vias
metabodlicas, donde otros precursores generan la formacién de metabolitos

secundarios. Estas redes se extienden por todo el metabolismo de la célula de esta via
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central (Mark T. McCammon et al, 2009). La oxidaciéon de los acidos organicos
generados a partir del catabolismo de glucosa son acarreados al ciclo del CAT y/o al
ciclo del glioxilato, en donde citrato sintasa participa en la condensaciéon de

oxalacetato y Acetil-CoA para producir citrato.

Estudios realizados en citrato sintasa para investigar su papel en el desarrollo
morfolégico y de biosintesis de antibidticos en Streptomyces coelicolor, donde el gen
correspondiente citA fue clonado y secuenciado, permitié la construcciéon de una
mutante citA BZ2 (BZ2). BZ2 es auxotrofa a glutamato, lo que indico que citA codifica
a citrato sintetasa, enzima que permite el flujo de acetil-CoA en el ciclo del CAT. En
mutantes “bald” y BZ2 se presento la acumulacion de acidos organicos que reflejan un
desequilibrio entre el flujo glucolitico y el ciclo del CAT. Esto puede evitarse durante el
desarrollo normal de la conversiéon de productos menos acidos, como los lipidos o
policétidos, disminuyendo el flujo glucolitico, o el aumento de flujo del ciclo del CAT.
El hecho de que los mutantes no puedan hacer esto refleja una alteracion del
metabolismo de la glucosa-dependiente y una funcién importante del micelio aéreo
para la captacién de oxigeno. Por lo cual la interrupcion del ciclo del CAT en el
metabolismo aerobio da como resultado la acidificacién del medio y los defectos en la

diferenciacién morfoldgica y la no biosintesis de antibioticos. (Viollier et al 2001).

La segunda enzima del ciclo del CAT, aconitasa cataliza la isomerizacion reversible de
citrato de isocitrato (a través de cis-aconitato). En los procariotas, aconitasa han sido
mas estudiado en las bacterias Gram-negativas, donde definen dos principales familias
(AcnA y AcnB) (Gruer y Guest, 1994). Los estudios de aconitasa se llevaron a cabo
para investigar el papel del CAT en el de desarrollo de Streptomyces coelicolor, donde
la secuencia de aminoacidos deducida del gen clonado acoA constituia la secuencia de
AcoA. El hecho de que una limitacion de la mutante AcoA (BZ4) no creciera en medios
minimos de glucosa en ausencia de glutamato confirmé que este gen codifica a la
enzima aconitasa que cataliza el flujo a través del ciclo del CAT. BZ4 presento defectos
en el crecimiento, la biosintesis de antibidticos, y la formacion de hifas aéreas, en

parte debido a la acidificacién del medio y la acumulacién de citrato. Los efectos
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inhibitorios de los acidos y el citrato de BZ4 fueron reprimidos por la introduccién de
una mutacion de citrato sintasa, lo que demuestra el papel de las enzimas del ciclo del
CAT en el mantenimiento del equilibrio metabélico, apoyando no sélo el crecimiento
sino también en el desarrollo morfologico y el metabolismo secundario (Viollier et. al,
2001).
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JUSTIFIACION
Las caracteristicas Uinicas de desarrollo de los miembros del género Streptomyces han
generado un considerable interés en su genética y fisiologia. El interés biotecnolégico
radica en que varias especies de éste género tiene la capacidad de sintetizar
metabolitos secundarios con uso farmacoldgico, como los son los antibiéticos. Pueden
destacarse antibioticos como tetraciclinas, oleandomicina, eritromcina A, granaticina
y actinorrodina. El suministro y disponibilidad de los productos intermedios o
precursores del metabolitos primario es un requisito para la biosintesis de
metabolitos secundarios como factores claves que determinaran la productividad.
Para hacer frente a esta particularidad es necesario conocer la ruta biosintetica,
enzimas que participan, disponibilidad de sustratos y afinidad enzimatica por los
mismos; que garantizan que el flujo de carbono de metabolismo primario se oriente al
metabolismo secundario. Para el caso de la producciéon de actinorrodina (ACT),
producida por Streptomyces coelicolor A3 (2), microorganismo modelo de los
actinomicetos, se requiere siete moléculas de acetil-CoA y una molécula malonil-CoA,

con una enzima policétido sintasa tipo II para generar una molecular de ACT.

La diversidad de técnicas para aumentar la produccién de metabolitos secundarios,
como lo es el ADN recombinante e ingenieria metabdlica, tienen como objetivo a)
aprender la sintesis de nuevos o conocidos antibidticos en un organismo predispuesto
a producir otros antibioticos o que no lo producia en ningiin momento; y b) cambiar la
distribucién del flujo de compuestos involucrados en la biosintesis del antibidtico
para incrementar los rendimientos o productividad. En el caso de Streptomyces
coelicolor, la creacion de cepas mutantes por delecion de genes involucrados en el
metabolismo primario provoca trastornos en el crecimiento, y dependiendo de la ruta
metabolica (anabolica o catabdlica y de produccidon de equivalentes de reduccidn)
inducen a) aumento de la produccion de ACT o b) la nula produccién de ACT hasta
generacion de fenotipos letales. Por lo cual se propone la modulacién de la expresion
geneética por medio del silenciamiento de con la técnica de ARN antisnetido vy
sobreexpresion de la enzimas citrato sintasa y aconitasa de ciclo del acidos

tricarboxilicos, para favorecer la produccién de actinorrodina en S.coelicolor M510.
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OBJETIVO

Objetivo General

Regular el flujo de carbono del metabolismo primario al secundario por medio de la

modulacién de la expresion genética de citA y sacA en S. coelicolor.

Objetivos Particulares
1. Amplificacion del gen citA y sacA que codifican para citrato sintasa y aconitasa
respectivamente, en Streptomyces coelicolor M510.

2. Construccion de los vectores plasmidico con los casetes para sobreexpresar y

silenciar los genes citA y sacA.

3. Conjugaciéon de Streptomyces coelicolor M510 utilizando a E. coli
ET12567/pUZ8002 de los plasmidos que contengan los vectores plasmidico

con los casetes para sobreexpresar y silenciar los genes citA y sacA.

4. Evaluacion de la produccion de actinorrodina en cepas conjugantes.
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MATERIALES Y METODOS

4.1 Microorganismos

E.coli XL1-blue. Es la cepa que fue utilizada para la transformacion y clonacién de
ADN plasmidico. Fue cultivado en medio LB, a una temperatura de incubacién a 372C
cuando se requerian colonias aisladas y con agitaciéon a 250 rpm cuando se trato de
medio liquido. Para seleccionar las colonias transformantes se adiciono al medio, el

antibidtico segun el plasmido utilizado.

E.coli ET12567 /pUZ8002. Esta fue utilizada para la conjugacion de S.coelicolor debido
a que no puede metilar el ADN, ademas de que contiene el plasmido puz8002 que se
caracteriza por permitir la movilizaciéon del ADN plasmidico que contenga un oriT, sin

ser transferido durante el proceso. La cepa es resistente a kamanicina y cloranfenicol.

Las cepas de E.coli fueron conservadas en placas de LB y en glicerol. Cuando se trato
de tiempos cortos (hasta un mes) las cajas petri fueron selladas con parafilm y
almacenadas a 42. Para tiempos mas largos (hasta 2 afios) se conservo en glicerol al

20% a -20°C.

S. coleicolor M510. Esta cepa deriva de S. coleicolor M145 y presenta la carencia de

los plasmidos SCB1 y SCB2. (genotipo SCP1- SCP2") y AredD (Kieser et. al, 2000).

Los cultivos de S.coelicolor en medio liquido se llevaron a cabo en matraces de
vidrio ocupando 1/10 del volumen total del matraz con medio de cultivo. La
incubacion se realizé a 309C y a 150 r.p.m. en una incubadora orbital. Los cultivos

solidos de S.coelicolor se incubaron en placas Petri en estufa a 30°C.

Para la conservacion de S.coelicolor se recuperaron esporas de 12 dias de crecimiento

en medio solido, posteriormente centrifugadas a 11000 rpm por 15 min, se elimino el
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sobrenadante y el precipitado se re suspendi6é en glicerol al 20%. Finalmente se

repartié en 1 mL en tubos eppendorf de 1.5 mL y se guardaron a -202C.

4.2 Plasmidos

pAEPT1 I,
[ 3170 bp

Mol

pOJ446

P 10340 bp

El pAEPT1 este plasmido contiene un promotor del
gen de resistencia a eritromicina (PermE*) el cual
es un promotor constitutivo de alto nivel de
expresion Sacharopolyspora erythraea y con un
sitio de endonuclesa BamH1 al final. El terminador
Tasd proviene del gen que codifica a la enzima
semialdehido deshidrogenasa de Amycolatopsis
lactamdurans. Tiene un origen de replicaciéon y gen
de resistencia a ampicilina para E. coli. (Absalén et.

al., 2007)

El pOJ446 es bifuncional, tiene un origen de
transferencia y un gen de resistencia a apramicina
con el cual se puede seleccionar tanto en E. coli

como en Streptomyces. (Kieser et. al., 2000)
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El pSET152 es un plasmido de replicaciéon

Bamit auténoma el cual tiene la capacidad de replicarse
/ EcoRV
// EcoRl

cial )/ de manera independiente al genoma bacteriano.
Neal L7 @

Es un plasmido que puede replicarse en E. coli, y

Apall

ser transferido por conjugacion en S.coelicolor,
PSET 152
5715 bp

Aes?

integrarse manera eficiente y estable en el
cromosoma por el sitio de insercion ®C31 del
EcoRI

profago, con oriTRK2 que contiene aac(3)IV gen

de resistencia a apramicina. (Kieser et. al., 2000)

4.3 Medios de Cultivo

4.3.1 Medios de Cultivo para E.coli
Medio Luria-Bertani (LB). Este medio de cultivo se utilizo de forma habitual para el
crecimiento de E.coli. Se utilizo como de forma liquida o sélida, cuya composicion

consiste en agregar:

Bacto-triptona 10g

Extracto de levadura 5g

NaCl 10g

Agua destilada HastalL

pH 7.5 con NaOH

Para su uso como medio sélido se agrega 20 g de agar por litro.

Medio SOB. Medio empleado para la preparaciéon de células competentes de E. coli

Extracto de levadura 50 g
Peptona 200g
NaCl 05 g
Agua desionizada hasta 1000 ml
pH con 2 N KOH 7.5

Se agregan 5 mL de una solucion estéril (por filtracién) de MgS04 2M
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4.3.2 Medios de cultivo para S. coelicolor
Medio MS. Este medio fue utilizado para el crecimiento de S. coelicolor (Kieser et. al.,

2000).

D- manitol 20g
Harina de soya 20g
Agar bacteriologico 20g
Agua destilada Hasta 1L

Este medio fue adicionado con MgCl; a una concentracion final de 10 mM cuando se

utilizo para la conjugacion.

Medio YEME. Este medio se utilizé cuando se requeria un crecimiento masivo de S.

coelicolor para la extraccion de ADN. (Kieser et. al, 2000).

Glucosa 10g
Sacarosa 103 g
Extracto de levadura 3g

Bacto peptona 5g
Extracto de malta 3g

Agua destilda Hasta1L

Después de esterilizar se agreg6 2 mL de una solucién estéril de MgCl, 6H20 2.5 M.

Medio 2XYT. Este medio de cultivo se utilizo para el proceso de conjugacién de S.

coelicolor (Kieser et. al,, 2000).

Bacto triptona 16g
Extracto de levadura 10g
NaCl 5g

Agua destilada HastalL

Medio mineral suplementado solido (SMMS). Este medio preferente para la
produccion de antibioticos por S.coelicolor (Kieser et. al., 2000).

Difco casaminoacidos 2g
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Buffer TES 5.73 g (25mM final)
Agua destilada HastalL
pH 7.2 con NaOH 5N

Para 200 mL de la solucién anterior agregar 3 g de agar bacteriolédgico. Esterilizar por

autoclave. En el momento de uso, desgelificar y agregar:

NaH2P04+K2HPO4 (50mM cada uno) 2 mL (1mM final)
MgSO04 (1M) 1 mL (5mM final)
Glucosa (50%w/v) 3.6 mL (50mM final)
Elementos trazas* 0.2 mL

Medio mineral suplementado liquido (SMM). Este medio preferente para la

produccién de antibioéticos por S.coelicolor (Kieser et. al., 2000).

PEG 6000 (BDH 6.1% w/v agua destilada) 81.9 mL

MgS04 7H20 (24g/L) 2.5 mL (5 mM final)
Buffer TES (0.25M pH 7.2) 10 mL (25mM final)
NaH:P04+K2HPO4 (50mM cada uno) 1 mL (1mM final)
Glucosa (50%w/v) 2 mL
Antiespumante 289 (1% w/v) 1mL

Elementos trazas* 0.1 mL

Difco casaminoacidos (20% w/v) 1 mL

Total 100 mL

Glicina (20%) 25 mL/L (0.5% final)

Cada solucion es esterilizada por autoclave por separado, y es mezclado por el orden
mencionado.
*Elementos trazas. 0.1 g/L de ZnS04 7H20, FeSO4 7H20, MnCl; 4H0, CaCl; 6H0, NaCl.

Almacenar 42C y es utilizable por 2-4 semanas.
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4.4 Antibidticos y suplementos
Cuando se sembré una cepa transformada de acuerdo al pldsmido se utilizé un
antibiotico de seleccion. La concentracion de los antibidticos se presenta en la

siguiente tabla 1.

Tabla 1. Concentracién de los antibioticos empleados en este trabajo.

Antibiotico Concentracidn final Concentracidn final
solucion stock (ng/mL) E.coli (ng/mL) Streptomyces
(mg/mL)
Ampicilina (100) 100 -
Kanamicina (100) 50 -
Apramicina (100) 100 50
Cloranfenicol (25) 25 -

4.5 Técnicas Experimentales

4.5.1 Obtencion de ADN

Aislamiento de ADN plasmidico.

Para aislar ADN plasmidico se siguieron los siguientes protocolos.

4.5.1.1 MiniPreparaciones
Este protocolo se siguié cuando se deseaba obtener ADN plasmidico en pequefia
escala para analizar plasmidos recombinantes. (Holmes y Quigley, 1981). Se
incubaron 5 mL de medio LB con el antibi6tico de seleccidon, una colonia de células de
E. coli XL1-blue transformada con un palillo estéril. La incubacién fue a 372C a 250
rpm durante 12 horas, después del tiempo transcurrido las células se colectaron por
centrifugacion a 3600 rpm durante 10 min. Se desechd el sobrenadante y el

precipitado se re suspendi6 en 350 pL de STET?, posteriormente se afiadieron 20 pL
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de una solucién de lisozima? a una concentracién de 10 mg/ mL en agua para una
concentracion final de 500 pg/mL.

A continuacion los tubos se mezclaron durante 1 min e inmediatamente se hirvieron
en un bafio de agua hirviendo durante 90 s. Las proteinas, los restos celulares y el
ADN cromosémico se precipitaron inmediatamente por centrifugaciéon a 14 000 rpm
durante 15 min y se eliminaron con un palillo estéril. El ADN plasmidico se precipit6
con 40 pL de acetato de sodio 3M, pH= 5.2y 600 puL de isopropanol.

Se mezcl6 y se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 min. El ADN plasmidico
se precipité por centrifugacion a 14 000 rpm durante 15 min y se lavo el precipitado
con etanol al 70% (v/v). El precipitado se sec6 y re suspendié en 20 pL de TE3 6

ddH20 estéril.

4.5.1.2 MiniPreparaciones por kit*
El kit para minipreparciones utilizado fue Genejet Plasmid Miniprep de la marca
Fermentas el protocolo es el siguiente.
Se incubaron 5 mL de medio LB con el antibidtico de seleccion, una colonia de células
de E. coli XL1-blue transformada con un palillo estéril.
La incubacion fue a 37°9C a 250 rpm durante 12 horas, después del tiempo
transcurrido las células se colectaron por centrifugaciéon a 3600 rpm durante 10 min.
Se deseché el sobrenadante y el precipitado se re suspendié en 250 pL de solucién de
re suspension, y se colecto en tubos eppendorf afiadiendo 250 pL de solucién de lisis y
350 uL de solucién neutralizante.
El lisado resultante se neutraliza para crear condiciones adecuadas para la unién de

ADN plasmido en la membrana de silice en la columna.

1. STET: EDTA 50 mM pH 8.0, Sacarosa al 8% (p/v), Tris-HCl 10 mM pH 8.0 y Tritén X-100 al 0.5%
v/v)

2. Solucioén de lisozima: Sacarosa al 10.3 %, Tris-HCI 25 mM pH 8.0, EDTA 25 mM pH 8 y lisozima 10
mg/mL.

3. TE: Tris-HCl 10 mM pH 8.0 y EDTA 1mM pH 8.0

4. Se desconoce la composicion de las soluciones utilizada en el kit
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Los desechos de la célula se precipitan por la centrifugaciéon y el sobrenadante
contiene el ADN del plasmido se carga en la columna e inmediatamente se
centrifugacion a 14 000 rpm durante 1 min.

El lavado se realiza dos veces con 500 pL con la solucion de lavado. Se traspasa la
columna a un tubo eppendorf y afiadiendo 50 pL de buffer de elucién a la columna y

para colectar el ADN plasmidico es necesario centrifugar a 14 000 rpm durante 1 min.

4.5.2 Reaccion en cadena de la ADN polimerasa (PCR)

Este método fue utilizado para amplificar las secuencias de ADN de citrato sintetasa y
aconitasa de S. coelicolor.

Esta técnica se basa en la actividad de la ADN polimerasa, cuya funcion es sintetizar en
direccion 5'— 3’ una cadena de ADN a partir de una cadena molde, iniciadores y
desoxinucledtidos. La ADN polimerasa Taq polimerasa proveniente del
microorganismo termoéfilo Thermus aquaticus se han utilizado preferentemente en
esta técnica por su estabilidad a las altas temperaturas requeridas para desnaturalizar

el ADN.

Con esta técnica es posible amplificar fragmentos especificos de ADN, acotados por los
iniciadores disefiados para tal efecto, mediante la repeticion de tres pasos:

i) Desnaturalizacion del ADN molde,

ii) Hibridacion de los iniciadores a cada una de las cadenas molde,

iii) Polimerizacion a partir es de los iniciadores.

i) La desnaturalizacion del ADN molde es el primer paso para amplificar el ADN; este
proceso se debe realizar a temperaturas entre 932 y 95°C, durante 5 minutos en el
primer ciclo, y posteriormente entre cada ciclo solo 1 minuto, para romper los
puentes de hidrogeno que mantienen el apareamiento de Watson y Crick y permitir la

separacién de las dos cadenas complementarias de ADN.

ii) La hibridacion de los cebadores a cada una de las cadenas molde, se realiza a una

temperatura de entre 402 y 60°C. A ésta temperatura el ADN se renaturaliza, pero al
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estar presentes los iniciadores en alta concentracién, estos tienden a unirse al ADN
molde antes que la cadena molde complementaria lo haga. Una temperatura de
hibridacién menor a la sefialada favorece la unién inespecifica de los cebadores a
otras regiones del ADN.

iii) Finalmente, en el paso de polimerizacion a partir de los iniciadores interviene la
ADN polimerasa termoestable, cuya temperatura oOptima de amplificaciéon se
encuentra entre 702 y 75°C. Esta enzima sintetiza la cadena complementaria a partir
de los iniciadores.

Para obtener una alta cantidad de ADN amplificado, estos tres pasos se repiten entre
25 y 35 ciclos. Es recomendable que el nimero de ciclos no sea muy alto ya que la
frecuencia de mutaciones por parte de la Tag ADN polimerasa se incrementa
exponencialmente a partir del ciclo 30. Por otro lado el uso de 25 ciclos en la
amplificacién ocasiona un bajo rendimiento.

Recomendar nimero de ciclos sea de 30 lo que a partir de una sola copia del ADN

molde presente en la mezcla, es posible obtener 1 073 741 824 copias en 30 ciclos.

4.5.2.1 Disefio de cebadores para PCR

Con el objetivo de amplificar y aislar los genes que codifican para citrato sintetasa y
aconitasa del genoma de S. coelicolor, el disefio de los iniciadores se realizaron a partir
de las secuencias nucleotidicas reportada en la base de dato de StrepDB - The
Streptomyces Annotation Server, identificadas como SCO 2736 y SCO 5999
respectivamente. Los cebadores disefiados se presentan en la tabla 2. La secuencia
marcada en gris corresponde al sitio de reconocimiento para enzima BamHI que se
utilizara para ligar el producto de PCR al plasmido pAEPT1.

Tabla 2.Pares de oligos utilizados para amplificar secuencias de estudio.

StrepDB Oligonucleotidos Secuencias

SCO 2736 CitAF1 5 AAGGATCCATGAGCGACAACTCTGTAGT 3
CitAR1 5 AAGGATCCTCAGCGCTCCTCGACGGGGA 3’

SCO 5999 acoF1 5 AAGGATCCGTGTCGGCGAACAGCTTCGA 3
acoR1 5" AAGGATCCCTACTTGCGGATCAGGCTGC 3’
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4.5.2.2 Condiciones de reaccion y amplificacion.
Antes de realizar la mezcla de reaccion todos los componentes, con excepcion al ADN
y Taq ADN polimerasa, se homogenizaron por agitacién en vortex durante 30 s.
Realizada la mezcla se centrifugaron los tubos a 14, 000 rpm durante 10 s.
La mezcla de reaccion consintié en los siguientes componentes y se agregaron en el

orden que son mencionados:

citA sacA

ddH20 34.5 pL 32 uL
DMSO (5%) 0 pL 2.5 pL
Tampo6n® 10x 5uL 5 uL
Mezcla de dNTP’s® 1 uL 1 uL
Cebador F (20 uM) 2 uL 2 uL
Cebador R (20 uM) 2 uL 2 uL
ADN 5 uL 5 uL
Taq ADN polimerasa (5 U/uL) 0.5 uL 0.5 uL
Los tubos se colocaron en un termociclador con las siguientes condiciones:

citA sacA
Desnaturalizacion 94°C 5 min 94 °C 5 min
30 ciclos de:
Desnaturalizacion 949C 1 min 94 °C 1 min
Hibridacion 552C 1 min 57 °C 1 min
Polimerizacion 682C 1.2 min 68 °C 3 min
Después de 30 ciclos:
Polimerizacion 72°C 10 min 72°C 10 min

Las condiciones de amplificacion variaron segin las Tm de los iniciadores utilizados.
Los productos de PCR amplificados fueron purificados y ligados a un plasmido

pJET1.2 de la marca Fermentas, el cual esta disefiado para clonar productos de PCR.

5. Tampon 10x para la Taq ADN polimerasa: KCI 0.5 My Tris-HCI 0.1 M pH 8.3
6. Mezcla de dNTP’s: Esta solucién contiene dATP 10 mM, dTTP 10 mM, dCTP 10 mM y dGTP 10 mM.
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4.5.3 Plasmido utilizado para la clonaciéon del producto de PCR
El plasmido pJET1.2 (fig. 3) de la marca fermentas esta disefiado para la clonacién de
productos de PCR de un tamafio de 6 pb a 10 kb. Este vector linealizado presenta un
tamafio de 2974 kb, el cual tiene un gen letal el cual es interrumpido por la ligacion del
inserto de ADN en el sitio de clonacién dando como resultado que s6lo las células que

contengas el plasmido recombinante seran capaces de crecer.

P ma. Figura 3. Plasmido pJET1.2. Vector de clonacion para

Pl

Apall .y 7 . . .
/ — L productos de PCR. Tiene un gen de resistencia a

|
-
Rsal a4

y .é? | ampicilina, un origen de replicacion para E.coliy un gen
r‘;;." pJET1.2 A

2974 bp —
N

Bl |\ N . ;
.\ J\..‘* hayan integrado un inserto.

letal que impide el crecimiento de colonias que no

4.5.4 Clonacion de productos de PCR

4.5.4.1 Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

Para los fragmentos de ADN que fue necesario purificar a partir de geles de agarosa se
utilizé el sistema de purificacién Qiaquick” de la marca QIAGEN. La técnica consistid
en cortar el trozo de gel que contenia el fragmento de ADN de interés y se coloc6 en un
tubo Eppendorf de 1.5 mL.

Se le agregaron 3 volumenes de solucion QG y se mezcld. La mezcla se incub6 a 50°C
durante 10 min, cuidando de agitar cada 2 min. Se verific6 que el color de la muestra
fuera amarillo, cuando era morado, se agregaron 10 pL de acetato de sodio 3 M pH 5.2.
En este paso se permite que la agarosa se degrade y el ADN que de manera libre. Se
afiadié 1 volumen de isopropanol a la mezcla.

La muestra se coloc6 en la columna que contiene la membrana de silica, y se hizo
pasar a través de ella por centrifugacion a 13, 000 rpm durante 1 minuto. La

membrana se lavé con 750 pL de solucion PE.

7.Se desconoce la composicion de las soluciones utilizada en el Kit.
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Se centrifugo nuevamente durante 1 minuto y el filtrado fue desechado. La columna
se centrifugo una vez mas a 13, 000 rpm durante 1 minuto para eliminar los restos de
tampoén PE. Posteriormente se eluy6 el ADN por adiciéon de 50 pL de soluciéon EB

(1:10) y posterior centrifugacion a 13, 000 rpm durante 1 minuto.

4.5.4.2 Reaccion de ligacion
Cuando la ligacion se llevé a cabo pJET 1.2 de la marca fermentas para los productos

de PCR la mezcla de reaccion fue la siguiente:

Buffer de reaccion 2X 10 pL

Producto de PCR 1-2 uL

Enzima DNA blunting 1L

H20 Lo necesario para alcanzar el volumen total.
Volumen total 18 pL

La mezcla se centrifuga por 3 a 5 segundos, y a continuacién se incuba a 702C por 5
minutos e inmediatamente la mezcla se enfrié en hielo. Obtenida la mezcla de reaccion

se afiade el vector de clonacion y la enzima de ligacién en las siguientes proporciones:

pJET 1.2 1 pL
ADN Ligasa T4 1 uL
Volumen total 20 pL

La mezcla final se homogenizd y se incubé a una temperatura ambiente por 5 minutos
o hasta 30 minutos para aumentar la eficiencia.

Transcurrido el tiempo necesario de incubacidon, se continia al proceso de
transformacién en células competentes de E.coli XL-blue por electroporacion.

Cuando la ligacion se llevo en plasmidos subsecuentes se preparo la siguiente mezcla:

Vector 20a100ng

Inserto En relacion molar de 1:1 a 1:5
Buffer (10X) 2 uL

Enzima ADN ligasa T4 1 uL
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H20 Restante para alcanzar volumen total.

Volumen total 20 uL

Esta mezcla se mantuvo a 42C por 18 hrs, transcurrido el tiempo la mezcla de ligacion
se continu6 con la transformacién en células competentes de E.coli por
electroporacion. Al medio de cultivo fue necesario agregarle el antibidtico para
realizar la seleccion las colonias transformantes.

En ambos casos, el ADN plasmidico fue purificado por miniprepraciones, los casos que
presentaban el plasmido de interés fueron purificados y digeridos con enzimas de

restriccion para realizar la identificacion de los fragmentos y plasmidos de interés.

4.5.5 Separacion de fragmentos de ADN por electroforesis
La electroforesis es la migracién de solutos i6nicos bajo la influencia de un campo
eléctrico, donde el ADN migra de dnodo hacia catodo en dependencia a su tamafio,
forma y carga eléctrica. Los fragmentos de ADN son separados por electroforesis en
geles de agarosa a distintas concentraciones dependiendo del tamafio del fragmento a
separar, utilizando como disolvente a TAE 1X. Fué necesario calentar para disolver la
agarosa, debe estar incolora e uniforme. Fue necesario dejar enfriar para verter en la
bandeja (con el peine en posicion para determinar los pocillos) y dejar polimerizar a
temperatura ambiente. El gel se coloc6 en la caAmara de electroforesis y se cubre con
TAE 1X. Las muestras se prepararon en la una relacién 1/10 de tampdn de carga antes
de colocarle en los pocillos del gel con el objetivo de aumentar la densidad de la
muestra para facilitar su aplicacion y colorear la muestra para permitir el seguimiento

de la corrida.

Como referencia de los pesos de moleculares de los fragmentos a separar se utilizaron
marcadores de peso molecular: el ADN del fago A digerido con enzimas de restriccion

y generando fragmentos de distintos tamafios, que a continuacién se muestran.

Enzima Tamaifio del Fragmento (pb)
Hind 111 y EcoRI 24756,5148,4973, 4268, 2027,1904, 1709, 1375,947,831y
564
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GenRule 1Kb 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000,
DNA Ladder8 1500, 1000, 750, 500, 250

Después de la separacion por electroforesis, el gel se tii6 en una solucién de bromuro
de etidio (0.5 pg/mL) para poder visualizar en ADN.
Los geles se observaron bajo la radiacién UV con ayuda de un transiluminador de la

marca BioRad e integrado con digitalizador de imagenes (programa Quantity One).

4.6 Preparacion de células electrocompetentes
Se inocularon 50 ml de medio SOB en un matraz de 250 ml con una colonia de E. coli
X11-Blue aislada y se incub6 durante 12-14 h a 37 °C a 200 rpm. Una alicuota de 20 ml
de este cultivo se utilizé para inocular 500 ml del mismo medio en matraz de 3600 ml
y se incub6 bajo las mismas condiciones hasta alcanzar una DO de 0.4 a 600 nm

(Sambrook y Russel, 2001).

Cuando el cultivo alcanz6 0.4 de DO a 600 nm, el matraz se mantuvo a 4 °C durante 30
minutos, a partir de este punto se mantuvieron las células siempre a 4 °Cy todo se

realizé en condiciones de esterilidad. Las células se centrifugaron a 3800 rpm durante
15 minutos (a 4 °C), se retir6 el sobrenadante y las células se re suspendieron y
lavaron con 100 ml de H20 desionizada estéril fria. El proceso de lavado se repiti6
tres veces mas. Las células se lavaron una ultima vez con glicerol al 10% (v/v) estéril
y frio y finalmente se resuspendieron en soluciéon GYT estéril fria. Se repartieron
alicuotas de 55 pl de células y se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se

guardaron a -80 °C hasta que fueron utilizadas.

4.7 Transformacion de E. coli mediante electroporacion
Descongelar las células en un bafio de hielo, y se mezclo 50 pL de células competentes
a las cuales se les agrega 1 a 2 puL del ADN en solucidn, la mezcla siempre se mantuvo

en el hielo.

8. Marcador de peso molecular de la marca Fermantas.
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Posteriormente se coloc6 en una cubeta de electroporacién y de dio un pulso usando
un voltaje de 2.5 kV con el equipo Gene Pulser Il system de la marca BioRad. Las
bacterias transformadas se agrego 1 mL caldo LB e incubar6n a 37°C en agitacion
constante a 250 rpm por 45 minutos. Luego fueron cultivadas en placas de medio LB

con el antibiotico de seleccidn correspondiente e incubadas a 37°C.

4.8 Conjugacion de S. coelicolor (Kieser et. al,, 2000)
La conjugacion entre especies se ha utilizado como una alternativa para insertar ADN
exdgeno a una célula, utilizando otra especie celular como vector; en el caso que se
presenta en este documento, la transferencia del plasmido se da de E. coli a

Streptomyces (Flett et. al, 1997).

Para llevar a cabo la conjugacidn, la cepa donadora debe poseer los genes requeridos
para la transferencia de material genético. Las mas utilizadas son: la cepa
ET12567/pUZ8002, en la que los genes de transferencia estdn codificados en el
plasmido de replicaciéon auténoma pUZ8002; y la cepa S-17 en las que las
caracteristicas de transferencia estdn integradas en el cromosoma. Otra de las
caracteristicas que posee la cepa ET 12567 es que no posee los sistemas de metilacion
dam y dcm, por lo que la carencia de marcas de metilacion en el ADN plasmidico evade
los sistemas de restricciébn de Streptomyces. Aunado a las cepas, los plasmidos
utilizados en esta técnica deben tener un origen de transferencia (tra) que sea
reconocido por las enzimas de transferencia, para que se lleve a cabo la movilizacion
de material genético de una célula a otra. En éste trabajo, la conjugacién se realizd

siguiendo el protocolo descrito por Flett et. al., en 1997.-

Se utilizé6 como cepa donadora E. coli ET12567/pUZ8002, la cual fue previamente
preparada para electroporacion, con el objetivo de obtener transformantes que
posean el plasmido que se desea conjugar. Una vez obtenida la cepa transformada con
el plasmido conjugativo, se inocul6 una colonia en un matraz de 250 mL con 50 mL de
medio LB suplementado con kanamicina, cloranfenicol y el marcador de seleccion del

plasmido a conjugar. Se incub6 a 372C y 250 rpm hasta alcanzar una densidad 6ptica a
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600 nm de 0.4-0.6, y posteriormente se recuperaron las células por centrifugaciéon a
4,000 rpm durante 5 min. Las células se lavaron 3 veces con medio LB y

posteriormente se re suspendieron en 1/10 del volumen original de LB.

De forma paralela a la preparacién de células de E. coli se preparé un stock de esporas
de Streptomyces coelicolor, en una concentracion de 1 x 108 esporas/mL en medio
2xYT. Para iniciar la conjugaciéon se tomaron 500 pL del stock de esporas y se
incubaron a 502C durante 10 min, con el objeto de inactivar temporalmente los
sistemas de restriccion de S. coelicolor. Posteriormente, a la suspension de esporas se
le agregaron 500 pL de células de E coli ET12567 /pUZ8002 conteniendo el plasmido a
conjugar. La mezcla se agité suavemente durante 60 s y posteriormente se centrifugd
a 14,000 rpm durante 2 min. Posteriormente se eliminaron 800 pL del sobrenadante y

la mezcla de esporas y E. coli se re suspendio6 en los 200 pL restantes.

Finalmente, 50 puL de la mezcla de células de E. coli y esporas se sembraron en placas
de Petri con medio SFM y se incubaron a 302C durante 12 h. Transcurrido ese tiempo
se agreg6 1 mL de una solucién que contenia 4cido nalidixico, en una concentracién de
0.5 mg/mL para inhibir el crecimiento de E. coli, mas la cantidad adecuada del
antibiético de seleccion del plasmido en Streptomyces. Después de la evaporacion de la
fase acuosa, se continud la incubacién a 30°C durante 36-48 horas mas para el

crecimiento de las conjugantes de Streptomyces.

4.9 Evaluacion de la produccion de actinorrodina (Kieser et. al, 2000).
Para observar la produccion de ACT en medio solido se empleo el medio SMMS. La
cuantificacion de ACT en medio liquido se empleo el medio SMM. Se realizaron
cultivos por duplicado de cada cepa. Se emplearon matraces de 250 ml los cuales se
inocularon con 25 ml de medio de cultivo con una concentracién final de 1x1010
esporas/mL por cada cepa. Se tomaron matraces por duplicado a intervalos de

tiempo de 24 hrs.
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Para cuantificar la producciéon de actinorrodina (ACT) total se procedié a utilizar
tanto el sobrenadante como la biomasa. Se agrega KOH para que la concentracién final
fuera de 1 N. La mezcla es agitada vigorosamente y centrifugada a 3500 X g por 5
minutos. El sobrenadante es medido a una longitud de onda de 640 nm en el

espectrofotometro Jenway Genova UV-visible.

A continuacién, conociendo el coeficiente de extincién molar para actinorrodina €s40 =

25320, y aplicando la ley de Lambert-Beer se obtiene la concentracion de ACT.

4.10 Cuantificacion de la produccion de Biomasa
La biomasa del medio de produccién liquido se cuantifico por peso seco. Fue necesario
separar la biomasa del medio empleando filtracion por gravedad. La biomasa obtenida
se secO en una estufa a 602C, posteriormente se registré su peso hasta obtener peso

constante en la muestra.

4.11. Evaluacion del pH
El potencial de hidrogeno (pH) se determino con el potenciémetro Deaver instrument
UB-10 de cada tiempo establecido en la fermentacion. Se procedi6 a la calibracién del
equipo con los amortiguadores de referencia y enjuagar cuidadosamente el electrodo.
Se transfirié una porcién de la muestras a un recipiente limpio de tamafio apropiado.
De acuerdo con las instrucciones del fabricante, se sumergi6 el electrodo en la
muestra durante 1 min, de ser posible, agitar suavemente. Esperar que la lectura
de pH se estabilice (variacién de lectura menor que 0,02 unidad de pH en un lapso
no mayor de 1 min). Retirar los electrodos de la disolucion, secarlos con papel

absorbente, sin enjuagarlos y sin tallar.
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RESULTADOS

5.1. Construccion de los vectores plasmidico con los casetes para sobreexpresar

y silenciar citrato sintasa en Streptomyces coelicolor M510

5.1.1 Amplificacion de productos de PCR.
De acuerdo a las secuencias nucleétidicas reportadas por StrepDB - The Streptomyces
Annotation Server, con numero de identificacion SCO 2736 para el gen citA de citrato
sintasa se disefiaron cebadores para ambos extremos del gen a amplificar. Los
cebadores en el extremo 5’ contienen 6 nucleétidos extras que no pertenecen a las
secuencias de los genes de estudio, son sitios de reconocimiento para la enzima de

restriccion BamHI, con el objetivo de facilitar el clonaje de los productos de PCR.

Para amplificar el gen citA se utilizé ADN de S. coelicolor, el aislamiento del ADN total
y las condiciones de amplificacién por PCR se realiz6 como se describe en Materiales y
Métodos. Posterior a la amplificaciéon por PCR del gen citd, se separaron los

fragmentos amplificados en un gel de agarosa (Fig. 4).

1375 pb L «—— 1306 pb

947 pb

Figura 4. Gel de Agarosa que muestra los productos de PCR de la amplificacion del gen
citA. Carril 1. Marcador de peso molecular ADN A digerido HindIIl/EcoRI. Carril 2. citA
con DMSO. Carril 3. citA sin DMSO.
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El gel de agarosa en los carriles 2 y 3 se observa los fragmentos amplificados por PCR
con las condiciones reportadas en Materiales y Métodos. El amplificado de se
encuentra entre las bandas de 1375 pb y 947 pb del marcador de peso molecular A
HindIII/EcoRI (carril 1) que corresponde a un tamafio de 1306 pb del gen de citrato

sintasa con la adicion del sitio de restriccion BamHI.

5.1.2 Clonacion de productos de PCR en el plasmido pJet1.2
El fragmento de PCR amplificado del gen citA se aislé y purifico a partir de un gel de
agarosa, como se describe en materiales y métodos. El producto de PCR se lig6 al
plasmido pJET1.2 (fermentas) de acuerdo al protocolo recomendado por el fabricante.

La mezcla de ligacién se transformo en células competentes de E. coli XL-blue.

En la figura 5 se muestra el plasmido pJcitA producto de la ligaciéon del gen citA
presentando en los extremos con sitio de restriccion BamHI.
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Figura 5. Mapa del Plasmido pJcitA construido a partir del plasmido pJET1.2 y
producto de PCR de citA.

Para la confirmacién de la construccion del pladsmido p]citA se realizo un andlisis de
ADN por enzimas de restricciéon. De un analisis previo de la secuencias nucleotidica las
enzimas de restriccion utilizadas fueron BamHI, Ncol y BgLII. Posterior al ensayo de

restriccion se separaron los fragmentos en un gel de agarosa (Fig. 6).

Julieta Pérez Curiel. Tesis de Maestria. CIBA-IPN Tlaxcala



Wl (R D 4D e

3000 pb
1500 pb

Figura 6. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 marcador de peso molecular
GenRule 1Kb DNA Ladder. En los carriles 2, 3, y 4 las digestiones con enzimas de
restriccion. En el carril 5 el ADN plasmidico pJcitA.

El carril 2 corresponde a la enzima de restriccién Ncol que libera dos fragmentos un
de 1781 pb de corresponde al corte ubicado dentro del marco de lectura de citrato
sintasa y otro de 2495 pb al corte ubicado en el plasmido pJET1.2. El carril 3
corresponde a la enzima de restriccion BamHI que libera dos fragmentos un de 1296
pb de corresponde al marco de lectura de citrato sintasa y otro de 2984 pb que
corresponde al resto del plasmido. El carril 5 corresponde a la enzima BgLII corte
unico ubicado en el marco de lectura de citrato sintasa, linealizando el plasmido a una
banda de 4276 pb. El patron de restriccion esperado indica que se cuenta con el ADN

plasmidico de pJcitA.

5.1.3 Clonacion del gen citA en el plasmido pAEPT1 en direccion sentido y
antisentido.
La construcciéon de los vectores plasmidico con los casetes para sobrexpresar y
silenciar se realiz6 usando como vehiculo el plasmido pAEPT1 (reportado en

materiales y métodos), y como donador del inserto el pldsmido pJcitA. Para hacer la
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subclonacidn fue necesario liberar el fragmento del marco de lectura de citrato sintasa

que estaban en el plasmido pJcitA, para lo cual fue necesario hacer digestiones con la

enzima BamHI. El fragmento correspondiente al marco de lectura de 1296 pb. Por

otro lado, el plasmido pAEPT1 se digirié con la enzima BamHI para quedar linealizado

entre el promotor PermE* y terminador Tasd de un tamafo de 3173 pb. Los productos

de las digestiones se separd por electroforesis en un gel de agarosa al 0.65%. Los

fragmentos fueron purificados de acuerdo a materiales y métodos.

La mezcla de ligacion se realizo de acuerdo a materiales y métodos en proporcién 1:3

de pAEPT1 y el marco de lectura de citrato sintasa. Se incubo a 42C durante 16 hrsy

posteriormente se transformo en células competentes de E.coli. XL-blue.

transformacion se sembroé en medio LB con el antibidtico de seleccidn.

En la figura 7 se muestra el plasmido pPcitA

lectura del gen citA y el plasmido pAEPT1.
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Figura 7. Mapa del Plasmido pPcitA con casete de sobreexpresion (A)

silenciamiento (B).
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De las colonias transformantes se purificé el plasmido y se buscé un incremento en
proporcién al tamafio del inserto. Para la construcciéon de los casetes de
sobreexpresién y silenciamiento de citrato sintasa se evalué la posicién de los marcos
de lectura con respecto al promotor PermE*, para lo cual se seleccionaron colonias

que se digirieron con enzimas de restriccion.

Para la confirmacion de la construccion del plasmido pPcitA (+) y pPcitA (-) se realizo
un analisis de ADN por enzimas de restriccion. De un analisis previo de la secuencias
nucleotidica las enzimas de restriccion utilizadas en el gen citA fueron Apal, BamH],
doble digestiéon de Mlul-EcoRI y Mlul-Ncol para la identificaciéon de los plasmidos de
casetes de sobreexpresion y silenciamiento (Fig.8). Posterior al ensayo de restriccién

se separaron los fragmentos en un gel de agarosa.

La figura 8 y 9 se muestran el gel de electroforesis de agarosa que presenta los

patrones de restriccion para los plasmido pPcitA (+) y pPcitA (-) respectivamente.
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Figura 8. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular Gene Rule 1 kb de ADN Ladder. En los carriles 2, 3, 4, y 5 digestiones. En el
carril 6 el ADN plasmidico pPcitA (+).
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Figura 9. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular Gene Rule 1 kb de ADN Ladder. En los carriles 2, 3, 4, y 5 las digestiones. En
el carril 6 el ADN plasmidico pPcitA (-).

La digestién de los pldsmidos con la enzima BamHI sirvié para comprobar que el
inserto del marco de lectura de citrato sintasa (de 1296 pb) estuviera en el plasmido
pAEPT1 (de 3170 pb). La digestion de los plasmidos con la enzima Apal sirvioé para
comprobar que el gen citA se insert6 en direccion sentido y antisentido con respecto
al promotor. De acuerdo con los sitios de restriccion de la enzima Apal un corte esta
localizado corriente arriba del promotor (fijo) en la posiciéon 663, y un segundo (varia
de acuerdo a la posicion en que se oriento el inserté del gen) de haberse insertado el
gen citA en direccion sentido se encontrara en la posicién de 1666 pb y en antisentido

en 1386 pb.

A partir de este momento se generaron los casetes de sobreexpresion que
corresponden a los marcos de lectura en direccidon al promotor PermE*; y casetes de
silenciamiento que hace referencia al marco de lectura en direccion opuesta al

promotor PermE* de citrato sintasa.

Julieta Pérez Curiel. Tesis de Maestria. CIBA-IPN Tlaxcala



5.1.4 Clonacion de los casetes de sobreexpresion y casetes de

silenciamiento en vectores plasmidos para S. coelicolor.

Los plasmidos utilizados fueron pSET152 y pOJ446 (reportados en materiales y
métodos) como vehiculo y como donador del inserto los casetes de sobreexpresion y

silenciamiento de los plasmidos pPcitA.

Para hacer la subclonacién fue necesario liberar el fragmento de los casetes de
sobreexpresion y casetes de silenciamiento de citrato sintasa que estaban en los
plasmidos pPcitA (+) y pPcitA (-), para lo cual fue necesario hacer una digestion
sencilla con la enzima Swal. El fragmento correspondiente a los casetes fue de 1577
pb. Por otro lado, los plasmido pSET152 y p0J446 se digirié con la enzima EcoRI para
quedar linealizados con un tamafio de 5.5 kb y 10.4 kb respectivamente. Los
productos de las digestiones se separd por electroforesis en un gel de agarosa al

0.65%. Los fragmentos fueron purificados de acuerdo a materiales y métodos.

La mezcla de ligacién se realizo de acuerdo a materiales y métodos en proporcién 1:3
de pSET152, p0J446 y los casetes de sobreexpresion y silenciamiento de citrato
sintasa. Se incubo a 42C durante 16 hrs y posteriormente se transformo en células
competentes de E.coli XL-blue. La transformaciéon se sembré en medio LB con el
antibiético de seleccidon. De las colonias transformantes se purificé el plasmido y se
buscé un incremento en proporcion al tamafio de los insertos.

El casete de sobreexpresion y silenciamiento de citrato sintasa en el plasmido

integrativo pSET152 se denominaron pPscitA (+) y pPscitA (-) (Figura 10).
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Figura 10. Mapa del Plasmido pPscitA con casete de sobreexpresion (A) y
silenciamiento (B)

Para la confirmacién de la construccion del pldsmido pPscitA (+) y pPscitA (-) se
realiz6 un analisis de ADN por enzimas de restriccién. De un analisis previo de la
secuencias nucleotidica las enzimas de restriccion utilizadas fueron BamHI, Ncol,
Pvull y Scal para la identificacidon de los plasmidos de casetes de sobreexpresion y
silenciamiento (Fig.10). Posterior al ensayo de restriccion se separaron los
fragmentos en un gel de agarosa. La figura 11 y 12 se muestra el gel de electroforesis
de agarosa que presenta los patrones de restriccion para los plasmido pPscitA (+) y

pPscitA (-) respectivamente.
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6000 pb

Figura 11. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular Gene Rule 1 kb de ADN Ladder. En los carriles 2, 3, 4 y 5 las digestiones de
pPscitA (+).

Figura 12. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular Gene Rule 1 kb de ADN Ladder. En los carriles 2, 3, 4 y 5 las digestiones de
pPscitA (-).

La digestion de los plasmidos con la enzima BamHI presenta tres corte , dos de ellos

liberan una fragmento de 1296 pb correspondiente al marco de lectura de citrato
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sintasa, y un corte presente en el pladsmido pSET152 liberando un fragmento de 5891
pb y 212 pb (no observado en el gel). La digestiéon de los pldsmidos con la enzima
Ncol libera dos fragmentos de 4835 pb y 2458 pb generados a partir de un corte
localizado en el casete de citrato sintasa (posicién 1805) y en el plasmido pSET152
(posicion 6534). La digestion con la enzima de restriccion Pvull presenta un corte en
la posicion 915 localizado dentro del marco de lectura de citrato sintasa, y otros dos
cortes en la posicidon 352 y 2251 localizados en el plasmido pSET152 generando tres
bandas de 5394, 1442 y 457 pb, respectivamente. La digestion de los plasmidos con la
enzima de restriccidn Scal presenta un corte Unico generando una banda de 7293 pb

correspondiente al tamafio del plasmido linealizado.

Para los pldsmidos de replicacién auténoma generados a partir del plasmido pOJ466
y plasmidos pPcitA (+) y pPcitA (-), se denominaron pPocitA (+) y pPocitA (-) (Figura
13).
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ppocitA (+) = @
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Figura 13. Mapa del Plasmido pPocitA con casete de sobreexpresion (A) y
silenciamiento (B).

La confirmacion de la construccion del plasmido pPocitA (+) y pPocitA (-) se realizo
un analisis de ADN por enzimas de restriccion. De un analisis previo de la secuencias
nucleotidica las enzimas de restriccion utilizadas fueron Pvull, BgLIl y HindlII para la
identificacion de los plasmidos de casetes de sobreexpresion y silenciamiento

(Fig.13). Posterior al ensayo de restriccion se separaron los fragmentos en un gel de
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agarosa. La figura 14 y 15 se muestra el gel de electroforesis de agarosa que presenta

los patrones de restriccion para los plasmido pPocitA (+) y pPocitA (-).

10000 pb

2000 pb
1500 pb

Figura 14. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular Gene Rule 1 kb de ADN Ladder. En los carriles 2, 3 y 4 las digestiones de
pPocitA (+).

10000 pb

2500 pb

1500 pb

Figura 15. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular Gene Rule 1 kb de ADN Ladder. En los carriles 2, 3 y 4 las digestiones de
pPocitA (-).
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La digestion de los pldsmidos con la enzima HindlIII presenta dos cortes liberando un
fragmento de 11133y 710 pb en el pldsmido de sobreexpresiony de 110843 y 1000
pb para el de silenciamiento; en ambos casos localizados los cortes en el marco de
lectura de citrato sintasa y promotor PermE*. La digestion de los plasmidos con la
enzima Bglll libera dos fragmentos de 1620 y 10223 pb para el casete de
sobreexpresion y en el caso del casete de silenciamiento las bandas corresponden a
3000 y 8843 pb; cortes localizados en el gen citrato sintasa y en el plasmido p0OJ446.
La digestion de los plasmidos con la enzima Pvull para el casete de sobreexpresion
genera bandas de 2396 y 2410 pb (empalmadas en el gel de electroforesis) y 7037 pb;
localizados los cortes en el marco de lectura del citrato sintasa y el plasmdio pOJ446.
La digestion de los plasmidos con la enzima Pvull para el casete de silenciamiento los
cortes estan localizados en el gen citA y el plasmido p0J446 generando banda de 1505,
3112y 7226 pb.

A partir de este momento ya se cuenta con los vectores plasmidico con los casetes de
sobreexpresion y silenciamiento de replicaciéon auténoma e integrativo de citrato

sintasa para ser utilizados en S. coelicolor M510.

5.2 Construccion de los vectores plasmidico con los casetes para sobreexpresar

y silenciar aconitasa en Streptomyces coelicolor M510

5.2.1 Amplificacion de productos de PCR.
De acuerdo a las secuencias nucleétidicas reportadas por StrepDB - The Streptomyces
Annotation Server, con numero de identificacion SCO 5999 para el gen sacA de
aconitasa se diseflaron cebadores para ambos extremos del gen a amplificar. Los
cebadores en el extremo 5 contienen 6 nucledtidos extras que no pertenecen a las
secuencias de los genes de estudio, son sitios de reconocimiento para la enzima de

restriccion BamHI, con el objetivo de facilitar el clonaje de los productos de PCR.

Para amplificar el gen sacA se utilizo ADN de S. coelicolor, el aislamiento del ADN total

y las condiciones de amplificacion por PCR se realizd como se describe en Materiales y
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Métodos. Posterior a la amplificacion por PCR del gen sacA, se separaron los

fragmentos amplificados en un gel de agarosa (Fig. 16).
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Figura 16. Gel de Agarosa que muestra los productos de PCR de la amplificacién del
gen sacA. 1. Marcador de peso molecular Gene Rule 1 kb de ADN Ladder. 2. sacA sin
DMSO 3. sacA con DMSO.

EL gel de agarosa en el carril 3 se observa una banda de 2731 pb correspondiente al
gen de aconitasa con la adicién del sitio de restriccion BamHI a amplificar en
presencia de DMSO que se encuentre entre las bandas de 2500 pb y 3000 pb del

marcador de peso molecular Gene Rule 1 kb de ADN Ladder.

5.2.2 Clonacion de productos de PCR en el plasmido pJet1.2
El fragmento de PCR amplificado del gen sacA se aislé y purifico a partir de un gel de
agarosa, como se describe en materiales y métodos. El producto de PCR se ligé al
plasmido pJET1.2 (fermentas) de acuerdo al protocolo recomendado por el fabricante.
La mezcla de ligacion se transformo en células competentes de E. coli XL-blue. La

figura 17 muestra el plasmido pJsacA, producto del la ligacién realizada.
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Figura 17. Mapa del Plasmido pJsacA construido a partir del plasmido pJET1.2 y
producto de PCR del gen sacA.

La confirmacion de la clona del plasmido pJsacA se realizo con el analisis por enzimas
de restriccién. De un analisis previo de la secuencias nucleotidica las enzimas de
restriccion utilizadas fueron BamHI, Smal y Ncol. Posterior al ensayo de restriccion se

separaron los fragmentos en un gel de agarosa (Fig. 18).

5000 pb

3000 pb
2500 pb

1000 pb
500 pb

Figura 18. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 marcador de peso molecular
GenRule 1Kb DNA Ladder. En los carriles 2, 3, y 4 las digestiones con enzimas de
restriccion.
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La digestién con la enzima BamHI presenta dos cortes presentes en la secuencia del
marco de lectura de aconitasa que fueron anadidos en los cebadores para facilitar el
clonaje, dando como resultado dos bandas de 2984 pb correspondiente al gen citA y
otra de 2721 pb perteneciente al resto del plasmido. La digestion con la enzima de
restriccion Smal libera tres fragmentos de 4194, 933 y 578 pb cortes localizados en el
marco de lectura del aconitasa (posiciones 1074, 1652 y 2585). La digestion con la
enzima de restriccion Ncol genera dos fragmentos de 5036 y 669 pb correspondientes
a un corte localizado en la posiciéon 2470 ubicado en el marco de lectura de aconitasa
y otro en la posicion 3139 ubicado en el vector pJET1.2 El patrén de restriccion

esperado indica que se cuenta con el ADN plasmidico de pJsacA.

5.2.3 Clonacion del gen sacA en el plasmido pAEPT1 en direccion sentido
y antisentido.
La construccion de los vectores plasmidico con los casetes para sobrexpresar y
silenciar se realiz6 usando como vehiculo el plasmido pAEPT1 (reportado en

materiales y métodos), y como donador del inserto el plasmido p]sacA.

Para hacer la subclonacién fue necesario liberar el fragmento del marco de lectura de
aconitasa que estaban en el pldsmido pJsacA, para lo cual fue necesario hacer
digestiones con la enzima BamHI. El fragmento correspondiente al marco de lectura
de 2721 pb. Por otro lado, el plasmido pAEPT1 se digirié con la enzima BamHI para
quedar linealizado entre el promotor PermE* y terminador Tasd de un tamafio de
3173 pb. Los productos de las digestiones se separd por electroforesis en un gel de
agarosa al 0.65%. Los fragmentos fueron purificados de acuerdo a materiales y
meétodos.

La mezcla de ligacion se realizo de acuerdo a materiales y métodos proporcion 1:3 de
pAEPT1 y el marco de lectura de aconitasa. Se incubo a 4°C durante 16 hrs y
posteriormente se transformo en células competentes de E.coli. XL-blue. La
transformacion se sembro en medio LB con el antibiético de seleccidn.

De las colonias transformantes se purifico el plasmido y se busc6 un incremento en

proporcién al tamafio de los insertos. Para la construccion de los casetes de
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sobreexpresiéon y silenciamiento de cada uno de los genes de este proyecto. Se evalu6
la posicién de los marcos de lectura con respecto al promotor PermE*, para lo cual se
seleccionaron colonias que se digirieron con enzimas de restricciéon. En la figura 19 se
muestra el plasmido pPsacA producto de la ligacién del marco de lectura del gen sacA

y el plasmido pAEPT1.
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Figura 19. Mapa del Pldsmido pPsacA con casete de sobreexpresién (A) y
silenciamiento (B).

De las colonias transformantes se purifico el plasmido y se buscé un incremento en
proporciéon al tamafio del inserto. Para la construccion de los casetes de
sobreexpresion y silenciamiento de aconitasa se evalud la posicion de los marcos de
lectura con respecto al promotor PermE*, para lo cual se seleccionaron colonias que se
digirieron con enzimas de restriccion. Para la confirmacidon de la construccion del
plasmido pPsacA (+) y pPsacA (-) se realizo un analisis de ADN por enzimas de
restriccion. De un analisis previo de la secuencias nucleotidica las enzimas de
restriccion utilizadas en el gen sacA fueron BamHI, doble digestion de Ncol-Apal,
Ncol-HindIIl y Ncol-EcoRI para la identificaciéon de los plasmidos de casetes de
sobreexpresién y silenciamiento (Fig.19). Posterior al ensayo de restricciéon se
separaron los fragmentos en un gel de agarosa. La figura 20 y 21 se muestran el gel de
electroforesis de agarosa que presenta los patrones de restriccion para los plasmido

pPsacA (+) y pPsacA (-) respectivamente.
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Figura 20. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 el marcador de peso
molecular GenRule 1Kb DNA Ladder.. En los carriles 2, 3,4 y 5 digestiones. En el carril
6 el ADN plasmidico de pPsacA (+).
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Figura 21. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 el marcador de peso

molecular GenRule 1Kb DNA Ladder. En los carriles 2, 3, 4 y 5 digestiones. En el carril
6 el ADN plasmidico pPsacA (-).
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La digestion de los plasmidos con la enzima Ncol-Apal sirvié para comprobar que el
gen sacA se insertd en direccion sentido y antisentido con respecto al promotor. De
acuerdo con los sitios de restricciéon de la enzima Apal un corte esta localizado
corriente arriba del promotor (fijo) en la posiciéon 663, y Ncol varia de acuerdo a la
posicion en que se oriento el insertd del gen, en direccion sentido se encontrara en la

posicion de 1499 pb y en antisentido en 2079 pb.

A partir de este momento se generaron los casetes de sobreexpresion que
corresponden a los marcos de lectura en direccidon al promotor PermE*; y casetes de
silenciamiento que hace referencia al marco de lectura en direccién opuesta al

promotor PermE*.

5.2.4 Clonacion de los casetes de sobreexpresion y casetes de
silenciamiento en vectores plasmidos para S. coelicolor.
Los plasmidos utilizados fueron pSET152 y pO0J446 (reportados en materiales y
métodos) como vehiculo y como donador del inserto los casetes de sobreexpresion y

silenciamiento de los plasmidos pPsacA.

Para hacer la subclonacién fue necesario liberar el fragmento de los casetes de
sobreexpresidn y casetes de silenciamiento de aconitasa que estaban en los plasmidos
pPsacA (+) y pPsacA (-), para lo cual fue necesario hacer una digestion sencilla con la
enzima Pvull. El fragmento correspondiente a los casetes fue de 3381 pb. Por otro
lado, los plasmido pSET152 y pOJ446 se digirié con la enzima EcoRI para quedar
linealizados con un tamafio de 5.5 kb y 10.4 kb respectivamente. Los productos de las
digestiones se separ0 por electroforesis en un gel de agarosa al 0.65%. Los

fragmentos fueron purificados de acuerdo a materiales y métodos.

La mezcla de ligacion se realizo de acuerdo a materiales y métodos en proporcién 1:3
de pSET152, pOJ446 y los casetes de sobreexpresion y silenciamiento de aconitasa. Se

incubo a 42C durante 16 hrs y posteriormente se transformo en células competentes
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de E.coli XL-blue. La transformacién se sembré en medio LB con el antibiético de
seleccidn.
El casete de sobreexpresion y silenciamiento de aconitasa en el plasmido integrativo

pSET152 se denominaron pPssacA (+) y pPssacA (-) (Figura 22).
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Figura 22. Mapa del plasmido pPssacA con casete de sobreexpresion (A) y
silenciamiento (B)

De las colonias transformantes se purifico el plasmido y se busc6 un incremento en
proporcién al tamafio de los insertos, para lo cual se seleccionaron colonias que se
digirieron con enzimas de restriccion. La confirmacion de la construccién del
plasmido pPssacA (+) y pPssacA (-) se realiz6é un analisis de ADN por enzimas de
restriccion. De un analisis previo de la secuencias nucleotidica las enzimas de
restriccion utilizadas fueron Ncol, Pvull y Ncol-Mlull para la identificacién de los
plasmidos de casetes de sobreexpresion y silenciamiento (Fig. 22). Posterior al ensayo
de restriccion se separaron los fragmentos en un gel de agarosa. La figura 23 y 24 se
muestra el gel de electroforesis de agarosa que presenta los patrones de restriccion

para los plasmido pPssacA (+) y pPssacA (-) respectivamente.
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Figura 23. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular GenRule 1Kb DNA Ladder. En los carriles 2, 3 y 4 digestiones de pPssacA
(+).
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Figura 24. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular GenRule 1Kb DNA Ladder. En los carriles 2, 3 y 4 digestiones de ppssacA (-).
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De acuerdo con los sitios de restriccion de la enzima MIull presenta dos cortes (fijos)
localizados en plasmido pSET152 en las posiciones 7677 y 5646 pb, y Ncol varia de
acuerdo a la posiciéon en que se insertd el casetes de transcripcién, en direccién

sentido se encontrara en la posicion de 1382 pb y en antisentido en 1322 pb.
Para el plasmido de replicaciéon auténoma pOJ466 la identificacién de las clonas

transformantes del gen de aconitasa se realizé un ensayo de enzimas de restriccion.

Los plasmidos generados se denominaron pPosacaA (+) y pPosacA (-) (Figura 25).
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Figura 25. Mapa del Plasmido pPosacA con casete de sobreexpresion (A) y

silenciamiento (B)

Los plasmidos pposacA (+) y (-) fueron digeridos con las enzimas de restricciéon doble
de Ncol-Pvull, Ncol-Dral, y digestion sencilla con BgLII. La figura 26 y 27 se muestra el

gel de electroforesis de agarosa que presenta los patrones de restriccion.
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Figura 26. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso

molecular GenRule 1Kb DNA Ladder. En los carriles 2, 3 y 4 las digestiones de pPosacA
(+).
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Figura 27. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso

molecular GenRule 1Kb DNA Ladder. En los carriles 2, 3 y 4 las digestiones de pPosacA
().
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Tanto para los casetes de sobreexpresion y silenciamiento de replicacién auténoma de
aconitasa la digestion de los plasmidos con la enzima BgLII presenta un corte Unico
ubicado en el casete clonado localizado en el marco de lectura del gen sacA generando
una banda de 13299 pb tanto en el caso de los casetes de sobreexpresion y
silenciamiento. La digestion doble de Ncol-Pvull generando tres fragmentos de 7610,
3315y 2810 pb ubicando los cortes el casete clonado en el plasmido p0OJ446. La doble
digestion Ncol-Dral genera fragmentos de 510, 825, 1575, 3409, 7610 pb generando
cortes en gen sacA correspondiente al casetes clonado en el plasmido p0OJ466 y cortes

ubicados en el gen de resistencia a apramicina localizado en el plasmido p0J466.

A partir de este momento ya se cuenta con los vectores plasmidico con los casetes de
sobreexpresidn y silenciamiento de replicaciéon auténoma e integrativo de aconitasa

para ser utilizados en S. coelicolor M510.

5.3 Confirmacioén de la conjugacion de Streptomyces coelicolor M510 utilizando a
E. coliET12567 /pUZ8002.

La generacidn de las cepas conjugantes de S.coelicolor M510 consiste en traspasar por
conjugacion E.coli - Streptomyces los vectores plasmidico de sobreexpresion y
silenciamiento de replicacion auténoma e integrativo de los genes citA y sacA, de

acuerdo a materiales y métodos.
La comprobacion de las clonas conjugantes de para cada uno de los vectores
plasmidicos se realizo por PCR. Los oligonucleotidos utilizados son los que se reportan

en la tabla 3.

Tabla 3. Pares de oligos utilizados para la comprobacién de las cepas conjugantes.

Oligonucleotidos Secuencias
CcitAF1 5" AAGGATCCATGAGCGACAACTCTGTAGT 3’
citAR1 5" AAGGATCCTCAGCGCTCCTCGACGGGGA 3
acoF1 5" AAGGATCCGTGTCGGCGAACAGCTTCGA 3’
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acoR1 5" AAGGATCCCTACTTGCGGATCAGGCTGC 3’
permeF1 5" ATTTAAATATAAGCTTATGCGAGTGTCC 3’

La combinacién de los oligonucledtidos se realizo en funciéon con los casetes de
sobreexpresion y silenciamiento. Para ambos casos se utilizo la combinacién del

oligonucle6tido permeF1- gen de estudio-Foward y permeF1- gen de estudio Rewers.

En las figura 28 a 31 se muestra los geles de electroforesis para las conjugantes del los
casestes de sobreexpresion y silenciamiento de replicacion auténoma del gen citrato
sintasa. Las clonas conjugantes de citrato sintasa positivas para los casetes de
sobreexpresién corresponden a los marcos de lectura en direccién al promotor
PermE* donde los oligos de permeF1-citaR1 amplifican una banda de 1500 pb; y el
casetes de silenciamiento donde el marco de lectura estd localizado en direccién
opuesta al promotor PermE* la combinacién de oligos de permeF1-citaF1 amplifican

una banda de 1500 pb que corresponde al tamafio del casete.
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Figura 28. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular GenRule 1Kb DNA Ladder. El control (-) corresponde a la cepa parental
M510. El control (+) corresponde al ADN plasmidico. En los carriles 2 al 6 los
productos de PCR de las clonas conjugantes de S.coelicolor con el vector plasmidico
integrativo con el casete de sobreexpresion.

Julieta Pérez Curiel. Tesis de Maestria. CIBA-IPN Tlaxcala



permeF1
citaR1

permeF1
citaF1

Figura 29. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular GenRule 1Kb DNA Ladder. El control (-) corresponde a la cepa parental
M510. El control (+) corresponde al ADN plasmidico. En los carriles 2 al 6 los
productos de PCR de las clonas conjugantes de S.coelicolor con el vector plasmidico
integrativo con el casete de silenciamiento.
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Figura 30. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular GenRule 1Kb DNA Ladder. El control (-) corresponde a la cepa parental
M510. El control (+) corresponde al ADN plasmidico. En los carriles 2 al 4 los
productos de PCR de las clonas conjugantes de S.coelicolor con el vector plasmidico de
replicacion auténoma con el casete de sobreexpresion.
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Figura 31. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular GenRule 1Kb DNA Ladder. El control (-) corresponde a la cepa parental
M510. El control (+) corresponde al ADN plasmidico. En los carriles 2 al 5 los
productos de PCR de las clonas conjugantes de S.coelicolor con el vector plasmidico de
replicacion auténoma con el casete de silenciamiento.

En las figura 32 a 35 se muestra los geles de electroforesis para las conjugantes del
los casestes de sobreexpresion y silenciamiento de replicacién auténoma e

integrativo del gen aconitasa.

Las clonas conjugantes de aconitasa positivas para los casetes de sobreexpresion
corresponden a los marcos de lectura en direccion al promotor PermE* donde los
oligos de permeFl-acoR1 amplifican una banda de 3000 pb; y el casetes de
silenciamiento donde el marco de lectura esta localizado en direccién opuesta al
promotor PermE* la combinacién de oligos de permeF1-acoF1 amplifican una banda

de 3000 pb que corresponde al tamano del casete.
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Figura 32. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular GenRule 1Kb DNA Ladder. El control (-) corresponde a la cepa parental
M510. El control (+) corresponde al ADN plasmidico. En los carriles 2 al 6 los
productos de PCR de las clonas conjugantes de S.coelicolor con el vector plasmidico
integrativo con el casete de sobreexpresion.
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Figura 33. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular GenRule 1Kb DNA Ladder. El control (-) corresponde a la cepa parental
M510. El control (+) corresponde al ADN plasmidico. En los carriles 2 al 5 los
productos de PCR de las clonas conjugantes de S.coelicolor con el vector plasmidico
integrativo con el casete de silenciamiento.
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Figura 34. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular GenRule 1Kb DNA Ladder. El control (-) corresponde a la cepa parental
M510. El control (+) corresponde al ADN plasmidico. En los carriles 2 al 9 los
productos de PCR de las clonas conjugantes de S.coelicolor con el vector plasmidico de
replicacion auténoma con el casete de sobreexpresion.
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Figura 35. Gel de agarosa donde se muestra en el carril 1 es el marcador de peso
molecular GenRule 1Kb DNA Ladder. El control (-) corresponde a la cepa parental
M510. El control (+) corresponde al ADN plasmidico. En los carriles 2 al 9 los
productos de PCR de las clonas conjugantes de S.coelicolor con el vector plasmidico de
replicacién auténoma con casete de silenciamiento.
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Con la identificacién de las clonas conjuagantes de S.coelicolor M510 que contienen los
casetes de sobreexpresion y silenciamiento para los genes de citrato sintasa y

aconitasa se procedio a evaluar la produccion de actinorrodina en medio SMM.

5.4 Evaluacion del silenciamiento y sobreexpresion del gen citrato sintasa sobre
la produccion de actinorrodina en cultivo liquido.

Para evaluar el efecto de citrato sintasa en la produccién de actinorrodina se realizo
una fermentacién en medio SMM (ver materiales y métodos), utilizando la cepa
parental M510, la cepa sobreexpresada (RA (+) cita) y silenciada (RA (-) cita) de
replicacién auténoma. Cada tratamiento se utilizo6 por duplicado y las medidas
realizadas fueron de pH, biomasa y actinorrodina, que se grafican a continuacion.

En la figura 36 se grafica la produccion de actinorrodina de la cepa parental M510, la

cepa RA (+) cita y RA (-) cita en medio SMM.

Produccion de Actinorrodina
—4=—M510 =li=RA (+) cita RA (-) cita

5,00E-05

4,00E-05

nM/mg

3,00E-05

2,00E-05

Actinorrodina

1,00E-05

0,00E+00

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Tiempo (h)

Figura 36. Grafico de la producciéon de actinorrodina de la cepa M510, RA (+) citay RA
(-) cita en medio SMM.
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De igual forma se evalué la variaciéon de pH y cantidad de biomasa producida durante
la cinética de produccion de las cepas conjugantes de replicacién auténoma y parental

(Fig. 37 y Fig.38).

=4—M510 =—l—RA (+) cita RA (-) cita
7,50
6/50 - - .\z
6,00
F
5,50
5,00
4,50
4,00
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
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(h)

Figura 37. Grafico de variaciéon de pH de la cepa M510, RA (+) cita y RA (-) cita en
medio SMM.
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Figura 38. Grafico de variacién de biomasa de la cepa M510, RA (+) citay RA (-) cita en
medio SMM.
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De igual forma se evalu6 el efecto de citrato sintasa en la produccién de actinorrodina
en medio SMM (ver materiales y métodos), utilizando la cepa parental M510, la cepa
sobreexpresada (I (+) cita) y silenciada (I (-) cita) de caracter integrativo. Cada
tratamiento se utiliz6 por duplicado y las medidas realizadas fueron de pH, biomasa y

actinorrodina, que se grafican a continuacion.

En la figura 39 se grafica la produccién de actinorrodina de la cepa parental M510, la

cepal (+) citay I (-) cita en medio SMM.

6,00E-05 Produccion de Actinorrodina
=@=M510 ==e=|(+)cita === |(-)cita
5,00E-05
oo
€
<
S  4,00E-05
c
(1)
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5
o
} .
o
Q  2,00£-05
£
9
<
1,00E-05
0,00E+00 3=
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Tiempo

(h)

Figura 39. Grafico de la produccién de actinorrodina de la cepa M510, I (+) citay I (-)
cita en medio SMM.

De igual forma se evalud la variacion de pH y cantidad de biomasa producida durante
la cinética de produccion de las cepas conjugantes de caracter integrativo y parental

(Fig. 40 y Fig. 41)

Julieta Pérez Curiel. Tesis de Maestria. CIBA-IPN Tlaxcala



pH

=@=M510 ==é=|(+)cita ==ll=|(-)cita

7,50
7,00
6,50
6,00
< 5,50
5,00
4,50
4,00

3,50

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Tiempo

(h)

Figura 40. Grafico de variaciéon de pH de la cepa M510, I (+) cita y I (-) cita en medio
SMM.
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Figura 41. Grafico de variacién de biomasa de la cepa M510, I (+) cita y I (-) cita en
medio SMM.
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5.5 Evaluacion del silenciamiento y sobreexpresion del gen aconitasa sobre la

produccion de actinorrodina en cultivo liquido.

Para evaluar el efecto de aconitasa en la produccién de actinorrodina se realizo una
fermentaciéon en medio SMM (ver materiales y métodos), utilizando la cepa parental
M510, la cepa sobreexpresada (RA (+) saca) y silenciada (RA (-) saca) de replicacion
autonoma. Cada tratamiento se utilizé por duplicado y las medidas realizadas fueron
de pH, biomasa y actinorrodina, que se grafican a continuaciéon. En la figura 42 se
grafica la produccion de actinorrodina de la cepa parental M510, la cepa RA (+) sacay

RA (-) saca en medio SMM.
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Figura 42. Grafico de la produccién de actinorrodina de la cepa M510, RA (+) saca y
RA (-) saca en medio SMM.
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De igual forma se evalué la variaciéon de pH y cantidad de biomasa producida durante
la cinética de produccion de las cepas conjugantes de replicacién auténoma y parental

(Fig. 43 y Fig. 44).
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Figura 43. Grafico de variacion de pH de la cepa M510, RA (+) saca y RA (-) saca en
medio SMM.
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Figura 44. Grafico de variaciéon de biomasa de la cepa M510, RA (+) sacay RA (-) saca
en medio SMM.

De igual forma se evalud el efecto de aconitasa en la produccion de actinorrodina en
medio SMM (ver materiales y métodos), utilizando la cepa parental M510, la cepa
sobreexpresada (I (+) cita) y silenciada (I (-) cita) de caracter integrativo. Cada
tratamiento se utiliz6 por duplicado y las medidas realizadas fueron de pH, biomasa y

actinorrodina, que se grafican a continuacidn.

En la figura 45 se grafica la produccion de actinorrodina de la cepa parental M510, la

cepal (+)sacayl(-) saca en medio SMM.
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Figura 45. Grafico de la producciéon de actinorrodina de la cepa M510, I (+) sacay I (-)
saca en medio SMM.

De igual forma se evalud la variacién de pH y cantidad de biomasa producida durante
la cinética de produccion de las cepas conjugantes de caracter integrativo y parental

(Fig. 46 y Fig. 47).
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Figura 46. Grafico de variaciéon de pH de la cepa M510, I (+) saca y I (-) saca en medio
SMM.
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Figura 47. Grafico de variacion de biomasa de la cepa M510, [ (+) sacay I (-) saca en
medio SMM.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Una de las fuentes de metabolitos secundarios para la industria farmacéutica proviene
en su gran mayoria de actinomicetos. Por esta razon, los estudios se han enfocado en
investigar el metabolismo y genética de la produccién y regulacion del metabolismo
secundario, con el objetivo de ver incrementado la produccién de éstos (Olano C, et al.,
2008). En este estudio se evalua el efecto de la sobreexpresion y silenciamiento de
citrato sintasa y aconitasa en Streptomyces coelicolor M510, dos de las primeras

enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilico, sobre la produccion de actinorrodina.

Citrato sintasa es la primera enzima del ciclo de &cidos tricarboxilicos encargada de la
condensacion de acetil-CoA y oxalacetato. Esta reaccion inicial del ciclo es el punto de
entrada de los 4tomos de carbono, como el acetil CoA. Para S. coelicolor, acetil-CoA es
el principal precursor para produccion de actinorrodina (ACT) (D. Hranueli, et. al,
2010). En resultados obtenidos es el trabajo con los casetes de replicaciéon autonoma
la produccion de ACT (Fig. 36) se observa que la cepa sobreexpresada “RA (+) cita” es
menor la produccién que la cepa M510, fenémeno observado también en la cepa “RA
(-) cita” que contiene el casete de silenciamiento. Esta disminucion esta influenciada
por los cambios de pH presentados durante la fermentacién (Fig. 37) donde podemos
observar que la cepa “RA (+) cita” a partir de las 48 hrs el pH desciende a 5.47,
presentando el menor valor a las 144 hrs con 4.24; donde la cepa M510 mantiene su
rango de pH 6.86 a 6.13. La cepa silenciada “RA (-) cita” a las 48 hrs presenta un pH
6.19 donde a partir de este momento los valores de pH estdn en un rango de 7.04 a
6.96 El produccion de biomasa de la cepa sobreexpresada “RA (+) cita” presenta una
tendencia de mayor crecimiento hasta las 72 hrs, donde el numero de transcritos es
mayor que la cepa M510 por ser el casete de replicacion autonoma; pero a partir de
las 96 hasta las 192 hrs donde el pH empieza a variar en un rango de 4.24 a 5.97 el
crecimiento celular se ve afectado presentando una constante. Caso contrario para la
cepa silenciada “RA (-) cita” donde el crecimiento celular desciende a partir de las 24
hrs a causa de un resultado mas marcado del efecto de los transcritos en sentido 3'-

5", donde el crecimiento celular es inferior a la cepa M510 hasta las 192 hrs.
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Para el caso de los casetes de caracter integrativo para cepas sobreexpresadas y
silenciada de citrato sintasa el comportamiento de produccién de ACT en ambos caso
es menor que la cepa M510. La cepa sobreexpresada “I (+) cita” presenta un perfil de
produccion semejante a la cepa M510 aunque no se obtiene mayor produccién de ACT
(Fig. 39), donde a las 24 hrs presenta un descenso de pH a 5.99 (Fig. 40), sin afectar
la cantidad de biomasa a esté tiempo (Fig. 41). Después de este descenso de pH la
fermentacién se mantiene en un rango de 6.40 a 6.71 hasta las 192 hrs, donde el
crecimiento celular presenta un ascenso hasta las 72 hrs, y al tiempo 108 hrs presenta
un descenso en el crecimiento, aunque el pH y produccién de ACT se mantiene
constante. En el caso de la cepa silenciada “I (-) cita” presenta variaciones en valores
de pH de 4.62y 3.72 alas 48 y 96 hrs respectivamente (Fig. 40), donde la cantidad de
biomasa producida presenta un descenso sélo a las 96 hrs (Fig. 41). Aun que la
producciéon de ACT es menor que la cepa M510 (Fig. 39) presenta una produccion
mayor que la cepa “I (+) cita” alas 120 hrs, aun que a las 168 hrs la producciéon de ACT

desciende a causa de presentar un pH de 5.92

La segunda enzima del ciclo del los acidos tricarboxilicos es aconitasa que es la
encargada de cataliza la isomerizacion estereoespecifica de citrato a isocitrato a
través de cis-aconitato. La aconitasa tiene un centro activo [FesSs]?*, que puede
convertirse a una forma inactiva [FesS4]*. El centro hierro-azufre de la aconitasa
reacciona directamente con el sustrato de la enzima. En resultados obtenidos en el
trabajo con los casetes de replicacion auténoma en las cepas silenciada y
sobreexpresada de aconitasa se observaron cambios en la produccion de
actinorrodina (ACT) en comparacion con la cepa M510. La cepa “RA (+) saca” que
contiene el casete de sobreexpresion de aconitasa a las 48 hrs presento un incremento
en la producciéon de ACT en comparacion de la cepa M510 (Fig. 42), pero en el mismo
tiempo el pH descendié a 4.6; provocando un descenso en la producciéon de ACT
durante el resto del tiempo de la fermentacion hasta las 192 hrs; obteniendo una
producciéon de ACT menor que la cepa M510. El descenso de pH a 4.6 afecto el
crecimiento celular (Fig. 44) colocandolo por debajo de la cepa M510. Las variaciones

de pH después 48 hrs (Fig. 43), se encontraron en un intervalo de 5.58 a 6.56, donde
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la produccién de biomasa se mantuvo constante, pero por debajo de los valores
obtenidos por la cepa M510. La cepa “RA (-) saca” que contiene el casete de
silenciamiento de aconitasa de replicacién autonoma presento menor producciéon de
ACT y biomasa que la cepa M510 y “RA (+) saca” (Fig. 42 y Fig. 44), y el pH de esta
cepa a las 48 hrs es de 4.85 siendo semejante a la cepa “RA (+) saca” pero si menor a la
cepa M510 (Fig. 43).

La cepa “RA (+) saca” que contiene los casetes de caracter integrativo de
sobreexpresion de aconitasa la producciéon de ACT es menor que la cepa M510 (Fig.
45). Par el caso del pH durante las 48 y 72 hrs se presenta un descenso hasta 5.58,
pero en el transcurso de la fermentacidon hasta 192 hrs el pH oscila en un rango de
6.21-6.65 donde el crecimiento celular no presenta cambios (Fig. 46 y Fig. 47). La
cepa silenciada “I (-) saca” presenta un descenso de pH hasta 6.28 en las primeras 48
hrs (Fig. 46), donde la biomasa no presenta cambios siendo hasta en mayor
proporciéon que la cepa “I (+) saca” y M510 (Fig. 47), pero la produccién no se ve

favorecida presentando su rango en menor que la cepa M510 (Fig. 39).
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