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RESUMEN

Streptomyces clavuligerus es un actinomiceto que produce mas de veinte metabolitos
secundarios, entre los mas importantes se encuentran la cefamicina C y el acido clavulanico
(AC). Este ultimo es un potente inhibidor de un amplio rango de B-lactamasas, enzimas que
hidrolizan el antibiético B-lactdmico inactivando su funcion. Por ello, el AC es capaz de potenciar
la actividad de penicilinas y cefalosporinas contra bacterias resistentes productoras de -

lactamasas.

Dada la importancia clinica del AC, se han realizado diversos estudios conducidos a entender los
mecanismos que afectan a su produccion. En este trabajo se analizaron los efectos que produce la
interrupcion de los genes scIB (SCLAV_4638) y scIC (SSCG_04361), genes que se encuentran
localizados fuera del cluster biosintético de AC y que aparentemente tienen una funcidn
reguladora (observado tras realizarse un analisis in silico de la composicion aminoacidica de sus
proteinas). Estos dos genes fueron estudiados previamente en Streptomyces coelicolor,
demostranose su participacion en la respuesta al estrés osmotico. Sin embargo, la interrupcion de
ambos en S. clavuligerus tuvo efectos pleiotrépicos sobre el metabolismo, afectando tanto a la
produccion de AC como a la diferenciacion celular y crecimiento, aln sin la presencia de estrés
osmotico. Ambas mutantes presentaron morfologia calva (bald) en sus colonias, caracterizada por
la ausencia de micelio aéreo. De igual manera, la produccion de AC disminuyé
considerablemente por efecto de la mutacion: en la mutante Asc/B la produccion especifica de AC
fue aproximadamente 5 veces menor en comparacion con la cepa silvestre, en el caso de 4sciC la
disminucion no fue tan drastica, sin embargo se observd el mismo comportamiento. Estos
resultados sugieren que los genes scIB y sclC son reguladores globales esenciales para la

produccion de AC y para la diferenciacion celular del microorganismo.



ABSTRACT

Streptomyces clavuligerus is an actinomycete which produces more than 21 secondary
metabolites, among the most important are cephamycyn C and clavulanic acid (AC), the latter is
a potent inhibitor of a wide range of p-lactamases, enzymes that hydrolyze the pB-lactam antibiotic
inactivating their function, so the AC is able to enhance the activity of penicillins and

cephalosporins against resistant bacteria producing p-lactamases.

Given the clinical importance of the AC, there have been several studies conducted to understand
the mechanisms behind their production. In this paper, we analyzed the effects that disruption the
scIB (SCLAV _4638) and sclC (SSCG_04361) genes, these genes are located outside the AC
biosynthetic cluster, by in silico analysis of the aminoacid composition of its proteins, we
determined that both have a regulatory function, these genes were previously studied in S.
coelicolor resulting involved in osmotic stress response. However, the disruption of both in S.
clavuligerus had pleiotropic effects on metabolism, affecting both the production of AC as cell
differentiation and growth, even without the presence of osmotic stress. Both mutants showed
morphology bald in their colonies, characterized by the absence of aerial mycelium; similarly, the
production of AC decreased significantly for effect of the mutation, the specific production AC of
the 4sclB mutant, was approximately 5 times lower compared to the wild type, in the case of
4sclC, the decline was not drastic, however, we observed the same behavior. These results
suggest that scIB and sclC genes are essential global regulators for the production of AC and

differentiation of the microorganism.
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Introduccion.

INTRODUCCION.

Los antibioticos B- lactamicos han sido empleados eficazmente desde hace mas de 70 afios para el
tratamiento de enfermedades infecciosas, gracias a su funcidén antimicrobiana, inhibiendo la
Gltima etapa de sintesis de la pared celular bacteriana. Son producidos por diversos
microorganismos, sin embargo el 60 % de los antibidticos conocidos son sintetizados por

actinomicetos.

A pesar de la gran capacidad de inhibicion de microorganismos patégenos, el mal uso de los
antibioticos B-lactamicos ha provocado que algunos microorganismos generen mecanismos de
resistencia; uno de ellos es la produccion de p-lactamasas, enzimas que degradan al antibiético y
por consiguiente lo inactivan. Sin embargo, existen compuestos como el acido clavulanico (AC)
que se unen a las PB-lactamasas inactivandolas, por lo que su uso en combinacion con los
antibidticos B-lactamicos (p. ej. amoxicilina) hace que el antibidtico lleve a cabo su funcion
original. Este compuesto es producido naturalmente por Streptomyces clavuligerus, una bacteria
filamentosa que ademés de producir AC produce mas de veinte compuestos bioactivos, entre los
que se encuentran la cefamicina C y la penicilina N. Dada la importancia del AC en el
tratamiento de infecciones producidas por microorganismos resistentes a antibioticos -
lactdmicos, se han disefiado mecanismos para el mejoramiento de su produccion a nivel
fisioldgico, bioquimico y molecular. En este ultimo aspecto, ya se han caracterizado los genes
biosintéticos, sin embargo es de gran interés el estudio de genes reguladores que pudieran afectar

positiva 0 negativamente a la produccion.

En este trabajo se estudio el efecto de la interrupcion de los genes scIB y sclC, analizando
parametros como el crecimiento, diferenciacion y produccién de AC en S. clavuligerus. Los
resultados obtenidos pueden servir como una propuesta para el mejoramiento en la produccion a

nivel industrial de este compuesto.

XVII
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1. MARCO TEORICO.

1.1. Antibioticos B-lactamicos.

Los antibioticos son sustancias quimicas producidas por diferentes especies de microorganismos
(bacterias, hongos, actinomicetos) o sintetizadas por métodos quimicos. Su funcion
antimicrobiana suprime el crecimiento de otros microorganismos, por lo que se considera un
producto de la evolucién y puede conferir una ventaja selectiva a quienes los producen en un

ecosistema especifico (Cordiés, 1998).

Los antibidticos mas empleados son los B-lactamicos, los cuales tienen una larga historia en el
tratamiento de enfermedades infecciosas producidas por microorganismos Gram-positivos y
Gram-negativos. Representan mas del 65% del mercado mundial de antibidticos, con mas de 50
farmacos comercializados (incluyendo penicilinas y sus derivados, cefalosporinas, cefamicinas,
carbapénemicos, monocarbdmicos y monobactdmicos). Su caracteristica principal es poseer un
anillo B-lactdmico de cuatro miembros que puede estar como un anillo aislado o fusionado
formando un anillo biciclico (Fig. 1). Desde el descubrimiento de la penicilina en 1928 se ha

descrito una gran cantidad de antibidticos naturales y sintéticos (Essack, 2001; Poole, 2004).
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Fig. 1. Estructura de antibidticos de tipo S-lactamico.
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Como muchos otros metabolitos secundarios, los antibi6ticos B-lactdmicos poseen estructuras
quimicas inusuales, muy diferentes a los clasicos metabolitos primarios. Por ejemplo, la
estructura de la penicilina consiste en un nucleo penam formado de un anillo B-lactdmico y un
anillo de tiazolidina, este ultimo, contiene un &tomo de azufre y una cadena lateral acilo, unidos a
un grupo amino presente en el C-6. Esta estructura biciclica es producida por algunas especies de
Penicillium y Aspergillus, asi como por algunos ascomicetos. Otro compuesto con estructura -
lactdmica de gran importancia, la cefalosporina C, es producida por Acremonium chrysogenum y
fue descubierto en 1955 (Newton y Abraham, 1955). En esta molécula el anillo tiazolidina de las
penicilinas es reemplazado por un anillo dihidrotiazina, formando un nucleo cefem. Ambos
compuestos, penicilina y cefalosporina C, son de gran interés como inhibidores de la biosintesis
de peptidoglicano en bacterias. Sin embargo, durante las Gltimas tres décadas, un gran numero de
compuestos de la misma familia ha sido descubierto usando nuevas técnicas de deteccion y
aislamiento. Algunos de estos nuevos compuestos son cefalosporinas modificadas, como la
familia de las cefamicinas, la cual ademaés de contener el anillo cefem contiene una cadena lateral
de a-aminoadipilo y un grupo metoxilo en el C-7. El grupo metoxilo en su estructura hace que
este compuesto sea insensible a muchas B-lactamasas. Todos los antibidticos antes mencionados,
ya sean producidos por hongos filamentosos o por bacterias, tienen un modo de accion comdn,
precursores similares y comparten parcialmente las mismas vias de biosintesis (Aharonowitz y
col., 1992).

Otros compuestos B-lactdmicos, muchos sin la estructura convencional, han sido descubiertos y
caracterizados desde 1970. Algunos de ellos, incluyendo los carbapenémicos y nocardicinas,
también inhiben la biosintesis de peptidoglicano. Otros, como el acido clavulanico, funcionan
como potentes inhibidores de PB-lactamasas, o tienen actividad anti fangica, como algunos
antibioticos clavam. Estos B-lactdmicos no convencionales, ademas de contener un anillo -
lactamico, poseen usualmente también una estructura biciclica diferente: por ejemplo, el segundo
anillo en la molécula del &cido clavulanico posee un oxigeno en lugar del azufre caracteristico en
la penicilina. Los antibidticos carbapenémicos y la familia del acido olivanico poseen un anillo
carbapénemico que contiene un atomo de carbono en lugar del de azufre. También existen
muchos otros compuestos que s6lo poseen una estructura monociclica, es decir, contienen el

anillo B-lactdmico y diferentes cadenas laterales. Estos compuestos son conocidos como
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monobactamicos, y algunos de ellos (como es el caso de la nocardicina), son producidos por
actinomicetos, pero otros, como el sulfacezin, son producidos por proteobacterias (Liras y
Martin, 2006).

1.1.1. Mecanismo de accion.

Los antibioticos B-lactdmicos interfieren con la etapa final de la sintesis de la pared celular,
inhibiendo las enzimas bacterianas transpeptidasas y carboxipeptidasas que catalizan las
reacciones de sintesis de peptidoglicano. Estas enzimas, comunmente llamadas PBP (proteina de
unién a la penicilina, Penicillin Binding Protein), se entrecruzan con el peptidoglicano, el cual es
un componente esencial de la pared celular bacteriana y protege al organismo de la ruptura
osmética, determina la forma celular, y participa en el crecimiento y division celular (Essack,
2001).

La ultima fase en la sintesis de la pared bacteriana consiste en la formacion de tetrapéptidos a
partir de pentapéptidos, para lo que es necesaria la accion de enzimas transpeptidasas. El anillo -
lactdmico presenta una similitud estructural con la regién del pentapéptido al que se unen estas
enzimas, por lo que es capaz de unirse a ellas de forma covalente e impedir asi la formacion de la
pared celular. Sin la pared, la bacteria queda expuesta al medio y muere, ya que es incapaz de

soportar la presién osmética (Suarez y Guidol, 2009).

1.2. Resistencia a antibiédticos p-lactamicos.

La eficacia de los antibioticos B-lactamicos es dependiente de su accesibilidad a los sitios blanco,
el grado de resistencia a la inactivacion enzimatica por -lactamasas y de la capacidad del
antibidtico para inhibir el blanco PBPs. Alterar uno o varios de estos parametros puede traducirse
en un fendmeno de resistencia, la cual es comun en bacterias patdgenas, tanto Gram negativas

como Gram positivas (Bellido y col., 1991; Cordiés y col., 1998; Poole, 2004).

Existen cuatro mecanismos principales por los cuales las bacterias pueden vencer la accion de los
antibioticos B-lactdmicos (Babic, 2006; Drawz, 2010):
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o Cambios en el sitio activo de las PBPs, los cuales pueden disminuir la afinidad a los
antibioticos B-lactdmicos y subsecuentemente aumentar la resistencia a estos agentes.
Esto se observa en Streptococcus pneumoniae en el caso la PBP2x. A través de la
transformacion natural y la recombinacion con el ADN de otros organismos, varias
especies de Neisseria y Streptococcus spp. han adquirido gran resistencia y baja afinidad
de sus PBP por el antibiotico. El fenotipo de resistencia a los antibidticos p-lactamicos
puede ser también conferido por la adquisicion del gen mecA, que produce la PBP2a
(también denominada PBP2); esta proteina puede ensamblar una nueva pared celular en
presencia de altas concentraciones de penicilinas y cefalosporinas.

e La disminucion de la expresion de proteinas de la membrana externa es otro mecanismo
de resistencia. Para poder acceder a las PBPs en la membrana plasmaética interior, los
antibiodticos pB-lactdmicos deben difundir o, directamente, atravesar canales (como

porinas) en la membrana externa de las bacterias Gram negativas.

e Presencia de bombas de flujo, las cuales son capaces de exportar una amplia gama de
sustratos del espacio periplasmatico al medio ambiente. Estas bombas son un
determinante importante de resistencia mdltiple de patdgenos Gram-negativos,

especialmente P. aeruginosa y Acinetobacter spp.

e Produccion de enzimas pB-lactamasas, el mecanismo de resistencia mas comdn e

importante en las bacterias Gram-negativas.

1.2.1. Inhibicién enziméatica de antibiéticos.

La causa més simple de resistencia a los antibidticos B-lactamicos es la produccion de enzimas
inactivadoras de antibidticos o PB-lactamasas. Estas enzimas catalizan la hidrolisis del enlace
amidico (previa union al grupo carboxilo) en el anillo B-lactdmico de cefalosporinas y
penicilinas, lo que produce la inactivacion del antibidtico antes de su union con las PBP, al

formarse un compuesto no funcional (por ejemplo en el caso de la penicilina, el &cido
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peniciloico). La produccion de B-lactamasas se presenta especialmente en bacterias Gram
negativas (Essack, 2001; Lee y col., 2002) (Fig. 2).

R Anillo B- lactamico
o] %D

N HN
. s
f B-lactamasa r .
N ity >» © N, HN K
5 v OH
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Penicilina Acido Peniciloico

Fig. 2. Efecto de las - lactamasas sobre la penicilina. La - lactamasa rompe un enlace en el
anillo f-lactdmico de la penicilina que desactiva la molécula. Las bacterias capaces de producir

estas enzimas pueden resistir los efectos de la penicilina y otros antibiéticos f-lactamicos.

Se han documentado més de 250 B-lactamasas, la primera fue reportada en Escherichia coli por
Abraham y Chain (1940). Estas enzimas se encuentran en muchas bacterias Gram negativas,
positivas y micobacterias; son codificadas de manera variada, ya sea en plasmidos (en este caso
pueden ser transferibles) o cromosémicamente, y frecuentemente estan asociadas con elementos
geneticos moviles como los transposones e integrones. En el caso de las enzimas codificadas en
plasmidos, los inhibidores de B-lactamasas suelen inactivarlas, como ocurre con las producidas
por Staphylococcus aureus sensible a la meticilina, Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y algunas enterobacterias y anaerobios,
como Bacteroides fragilis (Lowy, 2003; Tristram y col., 2007). En el caso de los
microorganismos con B-lactamasas de origen cromosémico (Enterobacter spp., Pseudomonas
spp., Citrobacter spp., Morganella spp. y Serratia spp.), estas enzimas son a menudo inducibles,
aumentando su produccion tras la exposicion a los antibidticos B-lactdmicos (especialmente
cefalosporinas) y no son sustrato para los inhibidores de las B-lactamasas. ElI uso de los
antibioticos durante deécadas ha favorecido la evolucion de estas enzimas hacia una nueva
generacion, las llamadas BLEE (B-lactamasas de espectro extendido, o por sus siglas en ingles
ESBL, Extended Spectrum p-lactamase), que son capaces de hidrolizar las cefalosporinas de

tercera generacion y el monobactamico aztreonam (Suarez y Guidol, 2009).

Los factores que influencian este mecanismo de inhibicion son: la cantidad de B-lactamasa

producida, la afinidad de la enzima por el antibiético, la velocidad de hidrdlisis del antibidtico y
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la localizacion de la B-lactamasa. Las B-lactamasas de organismos Gram positivos son enzimas
extracelulares, mientras que en organismos Gram negativos se encuentran localizadas en el
espacio periplasmatico, entre la membrana citoplasmatica y el exterior, donde intentan mantener
la concentracion local de antibi6tico por debajo del umbral bactericida (Poole, 2004).

Se conocen cuatro clases moleculares de f-lactamasas, denominadas A-D y divididas en dos
grupos: enzimas dependientes de metales (requieren Zn**; Clase B) y enzimas independientes de

metales (su sitio activo es la serina; clase A, C y D) (Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacion y propiedades de f-lactamasas (Poole, 2004).

e . . . Inhibido por: . .
Clasificacion Tipo de Enzima Sustratos de preferencia: thidop Enzimas representativas
AC | EDTA
Penicilinasa. Penicilina. + - Penicilinasas de bacterias Gram- positivas.
B- lactamasa de espectro - .
. Penicilina y cefalosporina. + - TEM-1, TEM-2, SHV-1.
restringido.
B- lactamasa de espectro Numerosas SHV vy variantes TEM, CTX-M-1
extendido P Penicilina, cefalosporinas y monobactamicos. + - a28, PER-1 y 2, VEB-1, GES-1, IBC-1,
' diversas enzimas de bacterias Gram negativas.
- lact istent - .
A p- lac gmgsg resistente a Penicilinas y cefalosporinas. - - TEM-30 a 41, 44, 45, 51, 54.
inhibidores.
- lactamasa de espectro - .
P . . P Penicilinas y cefalosporinas. - - TEM-50, 68, 80.
extendido resistente a
inhibidores.
Pen|C|I|nas,’ ce.falosporlnas, carbapen'emlcos, NMC-A. SME-1a 3, IMI-1, KPC-1 a 3, GES-
Carbapenemasas monobactamicos; algunos B-lactdmicos de + -
. 2, SVH-38.
espectro extendido.
Ar_1t|b|ot|cos [IB—Iact_amlcos de espect_ro IMP1-13, VIM-1-7, SPM-1, diversas enzimas
B Carbapenemasas extendido, carbapénemicos y cefalosporinas de - + . .
- de bacterias Gram-negativas.
cuarta generacion.
Cefalosporinasas de Penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas CMY-22a 13, LAT-1, MOX-1y 2, FOX"1 a6,
C P - ’ P L y - - ACT-1, MIR-1, DHA-1y 2, ACC-1, CFE-1y
espectro extendido monobactamicos. . . . .
diversas enzimas de bacterias Gram-negativas.
Penicilasas de bajo Penicilinas, cloxacilina. + - Numerosas variantes de OXA.
espectro
Antibidticos p-lactdmicos de espectro
D B- lactamasa de espectro extendido, cloxacilina, penicilinas, . ) Derivados de OXA-2 y 10, OXA-18, 29, 30,
extendido. monobactamicos y cefalosporinas de cuarta - 31, 32, 45.
generacion.
Carbapenemasa Penicilina, oxacilina, carbapénemicos. + - OXA-23 a 27, 40, 48, 54.
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1.3. Inhibidores de p-lactamasas.

Los inhibidores de las B-lactamasas (IBL) son compuestos farmacolédgicos con poca actividad
antimicrobiana intrinseca, sin embargo su funcién principal (como su nombre lo indica) es la de
inhibir la actividad de un gran nimero de B-lactamasas. Por ello, en combinacion con los
antibidticos B-lactamicos, restauran la propiedad antimicrobiana que han perdido debido a la
presencia de estas enzimas. Los dos mayores grupos de inhibidores de importancia clinica son el
acido clavulanico y las sulfonas de &cido penicilanico, sulbactama y tazobactama (Fig. 3)
(Essack, 2001; Suarez y Guidol, 2009).

O
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| CHCH,OH | CHs e,
+——N — N =
COOH 4’/ OH 0
1. Acido Clavulanico 2 Sulbactam. o 3 Tazobociam.

Fig. 3 Estructura quimica de inhibidores de f-lactamasas: (1) &cido clavulénico, (2) sulbactama
y (3) tazobactama (Bush, 1988).

Las combinaciones de antibidticos mas conocidas y utilizadas actualmente son: ampicilina-
sulbactama, amoxicilina-acido clavulanico, ticarcilina-acido clavulanico, amoxicilina-sulbactama
y piperacilina-tazobactama. Todos los inhibidores tienen estructura B-lactdmica, similar a la de
los antibidticos con los que actian, como se puede observar en las figuras 1 y 3. Ejercen su
funcién principalmente por dos mecanismos: ligandose de manera irreversible, por su alta
afinidad, con el sitio catalitico de las B-lactamasas, previniendo de esta manera la hidrdlisis de las
penicilinas (por esta razon se les denomind en un principio "antibidticos suicidas”) y mediante la
fijacion directa a las PBP bacterianas, lo cual incrementa la actividad antibacteriana de la

penicilina.

1.3.1. Sulbactama.

Es una sulfona de acido penicilanico, posee débil poder antibacterial y es relativamente activa
contra Neisseria gonorhoea y muchos aislados de Acinetobacter spp. y Bacteroides spp. La
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sulbactama inhibe las BLEES y las penicilinasas, sin embargo es menos eficiente que el acido
clavulanico. Su poder inhibitorio de la TEM-1 es débil, particularmente si la B-lactamasa es
sobreproducida. La sulbactama ha sido reportada como un inductor pobre de muchas
cefalosporinasas, con excepcion de las producidas en particular por Proteus vulgaris (Essack,
2001).

1.3.2. Tazobactama.

La tazobactama es también una sulfona de &cido penicilanico. ES un inhibidor irreversible de j3-
lactamasas y tiene actividad contra algunas cefalosporinasas codificadas cromosémicamente,
como las producidas por Providencia stuartii. La tazobactama posee la misma potencia de accion
que el acido clavulanico, sin embargo su viabilidad contra SHV, derivado de BLEE, es
controversial. Estudios como los de Bauernfeind (1990) reportan que Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y sus transconjugantes que expresan SHV-2, 3, 4 y 5, son tipicamente resistentes a la
inhibicion por tazobactama, mientras que Livermore (1995) reportd que existe una buena

susceptibilidad de estas cepas a la combinacion tazobactama-piperaciclina (Essack, 2001).

1.3.3. Brobactama.

La bromobactama, o acido 6-B-bromopenicilanico, es un eficiente inhibidor de B-lactamasas
producidas por bacterias Gram- positivas y Gram- negativas. Inhibe potencialmente a muchas
enzimas codificadas por plasmidos, como TEM-1, TEM-2 y SHV-1. Las enzimas tipo OXA son
también susceptibles a la inhibicién por brobactama, como es el caso de las producidas por

Klebsiella aerogenes y de las cefalosporinasas de P. vulgaris y Proteus rettgeri (Essack, 2001).

1.3.4. Acido clavulanico.

El &cido clavulanico (AC) es un compuesto B-lactdmico, por si solo posee actividad antibacterial
débil siendo sus valores de concentracion minima inhibitoria de 25-125 pg/mL. Su funcion
principal, sin embargo, es actuar como un potente inhibidor de P-lactamasas de clase A,
incluyendo penicilinasas de estafilococos, cefalosporinasas, B-lactamasas de amplio espectro
(BLEE), muchas B-lactamasas codificadas en plasmidos de bacilos Gram-negativos (TEM-1), y

algunas codificadas cromosomicamente en Bacteroides fragilis, P. vulgaris y Citrobacter
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diversus; también posee una ligera actividad contra B-lactamasas de tipo C (Essack, 2001; Lee y
col., 2002).

El AC posee la capacidad de penetrar en las paredes celulares bacterianas y ahi inactivar tanto -
lactamasas intracelulares como extracelulares (sin embargo, tiene mayor poder inhibidor contra
enzimas libres celulares). Este mecanismo de accion varia con la B-lactamasa inhibida, pero

generalmente actia como un inhibidor competitivo y frecuentemente irreversible (Essack, 2001).

El AC es clasificado como un metabolito clavam, caracterizado por su nudcleo biciclico. Este
compuesto es un analogo de la estructura basica de la penicilina, aunque a diferencia de ésta la
molécula de AC posee un atomo de oxigeno en lugar de azufre, un grupo acilamino se encuentra
ausente en el C-6 y una exo-B-hidroxietilidina estd unida al C-2, dando como resultado un
compuesto que inactiva irreversiblemente a las p-lactamasas, en lugar de ser cortado por la

enzima (Baggaley y col., 1997; Saudagar y col., 2008) (Fig. 2).

La actividad del &cido clavulanico difiere de la de los otros metabolitos clavam, a pesar de su
estructura similar, debido a que estas poseen estereoquimica 3S, 5S y s6lo muestran actividad
antifingica y antibacterial, el &cido clavulanico tiene una estereoquimica 3R, 5R que le da su

actividad inhibitoria de B-lactamasas, aunque pobre actividad antibacterial (Song y col., 2010).

El &cido clavulanico fue identificado por primera vez en S. clavuligerus y después en
Streptomyces jumonjinesis y Streptomyces katsurahamanus. Diversas especies de Streptomyces
han sido identificadas como productoras de otros metabolitos clavam estructuralmente similares
al AC, como el acido clavaminico, el 2- hidroxietilclavam, la valclavama y las clavamicinas; se
ha observado que las especies de Streptomyces que producen AC también producen antibioticos
B-lactémicos, pero las que producen otros metabolitos clavam no lo hacen (Jensen y Paradkar,
1999).

1.3.4.1.  Streptomyces clavuligerus.

Los Streptomycetes son bacterias filamentosas Gram positivas con alto contenido de guanina y

citosina en su genoma, estan presentes principalmente en muestras de suelo. Son importantes
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desde el punto de vista comercial, debido a que producen méas del 60 % de los antibidticos
conocidos; por ello han sido objeto de numerosos estudios con el objetivo de mejorar su

productividad (Rodriguez y col., 2005).

El estilo de vida del género Streptomyces es muy similar al de los hongos filamentosos: ambos
crecen como hifas ramificadas que forman micelio vegetativo y se dispersan a través de esporas;
estas similitudes son el resultado de adaptaciones a nichos ecoldgicos similares, aunque tienen
diferente origen evolutivo. Al igual que los hongos, muchos Streptomyces viven como
organismos saprofitos en el suelo, poblando exitosamente una amplia gama de nichos tanto
terrestres como acuaticos. Sin embargo, algunas cepas son patdgenas para plantas y animales
(Flardh y Buttner, 2009).

El desarrollo de Streptomyces comienza cuando una espora encuentra condiciones favorables y
nutrientes, germina con la emision de uno o dos tubos germinales, que crecen y forman una hifa.
Estos tubos germinales se desarrollan y ramifican para formar micelio vegetativo. En respuesta a
la carencia de nutrientes y otras sefiales, tanto la produccion de metabolitos secundarios como la
diferenciacion morfoldgica se inician. Las hifas aéreas rompen la tension superficial y escapan
del medio acuoso y del micelio vegetativo, creciendo en al aire. Las hifas aéreas comienzan
posteriormente a dividirse de manera controlada, formando largas cadenas de compartimentos
Ilamados pre-esporas, que después se desarrollan, formando esporas pigmentadas grises y

adquiriendo otras caracteristicas de las esporas maduras (Flardh y Buttner, 2009).

Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 (NRRL 3585, DSM 738) descrito por primera vez por
Higgens y Kastner en 1971, fue aislado de una muestra del suelo de Sudamérica. Su nombre se
refiere a la forma en las que se encuentran sus esporas: clavula del latin que significa “pequefio
trébol” y el sufijo -igerus significa “produccion”, sus esporas son de color grisaseo a verde

grisaceo (Higgens y Kastner, 1971).

Streptomyces clavuligerus produce alrededor de 20 metabolitos secundarios, incluyendo
compuestos B-lactdmicos de gran importancia industrial, como el acido clavulanico, y

antibidticos como la cefamicina C (CM), desacetoxicefalosporina C y penicilina N, asi como una
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gran diversidad de compuestos con estructura clavam y metabolitos no B-lactdmicos como la

holomicina (Liras y col., 2008).

1.3.4.2. Biosintesis de acido clavulanico.

La via de biosintesis de AC es parcialmente conocida, se sabe que procede de los precursores L-
arginina y 3-fosfogliceraldehido. La biosintesis comienza con una reaccién de condensacion de
estos dos compuestos, formandose N?-(2-carboxietil)-arginina (CEA), reaccion catalizada por la
enzima carboxietilarginina sintasa (CEAS), el gen ceas se encuentra localizado junto a los genes
involucrados en la biosintesis de penicilinas y cefalosporinas y en el extremo final del cluster
biosintético de AC. La sintesis del anillo B-lactdmico de CEA es catalizado por una B-lactamico
sintetasa, enzima codificada por el gen bls, convirtiendo CEA en é&cido deoxiguanidino
proclavaminico. Este paso es completamente distinto de la reaccidon que genera el anillo B-
lactamico de cefamicinas y penicilinas, que involucra la ciclacion de un tripéptido no ribosomal
d-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina por una proteina simple (la isopenicilin N sintasa); en
contraste, la reaccion catalitica de Bls se da por la adenilacién de la N-(2-carboxietil)-arginina B-
carboxilato seguida de la ciclacién de un oxoanién en presencia de ATP y Mg®*. Dos enzimas
actan después de Bls: clavaminato sintasa (CAS) y proclavaminato amidinohidrolasa (PAH). S.
clavuligerus posee dos isoenzimas CAS (CAS1 y CAS2), codificadas por los genes casl y cas2
respectivamente, CAS2 cataliza la hidroxilacion del acido deoxiguanidino proclavaminico a
acido guanidino proclavaminico y la ciclacion del acido proclavaminico a acido clavaminico.
PAH, enzima codificada por el gen pah., hidroliza el residuo del acido guanidinoproclavaminico
a la forma de acido proclavaminico, removiendo el grupo guanidino derivado de la arginina. La
enzima N-glicil clavaminico sintetasa (GCAS) ha sido identificada como una proteina codificada
por orfl7, gen localizado cerca del cluster de genes que codifican para las enzimas de los
primeros pasos de la biosintesis de AC, esta enzima ha mostrado ser importante en la biosintesis
de AC debido a que en la mutante deficiente del gen gcas el AC es indetectable (Jensen y col.,
2004). GCAS cataliza la conversion de acido clavaminico a acido N-glicil clavaminico, este
compuesto es especifico de la ruta de biosintesis de AC y no se presenta en otros metabolitos
clavam. Una doble epimerizacién y una reaccion de desaminacion oxidativa son los pasos

siguientes a GCAS, dando como producto clavaldehido. Por ultimo, la enzima clavulanato-9-
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aldehido reductasa (CAR) se cree que probablemente participa en la conversion directa de
clavaldehido (3R, 5R- clavulanato-9-aldehido) a AC y es codificada por el gen car (también
nombrado cad, por acido clavulanico deshidrogenasa) (Mellado y col., 2002; Song y col., 2010).
La ruta de biosintesis del acido clavulanico se muestra en la fig. 4.
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OH ~cooH "“52 ¢ NH “coon 2 o \(\)

COOH COOH
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[+]

..10 CAS2 z OH NH, PAH OH NHJ LNHZ
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COOH COOH COOH
Acido clavaminico Acido proclavaminico Acido guanidino-proclavaminico
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GCAS
H H
N-CO-CH;-NH; z . z .0 OH
l 55/ 5:’:_.. ="
o H
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a0 COOH 110, [+] il |
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COOH 2-F iloximetilcl 2-Hidroximetilcl cl 2 boxilat
: : - Formiloximetilclavam 2-Hidroximetilclavam avam 2-carboxilato
2- Carboximetilodemenclavam

CLAVAMS

Fig. 4. Ruta de biosintesis de &cido clavulanico y compuestos clavam (Liras y col., 2008).

1.3.4.3.  Cluster de genes biosintéticos de acido clavulanico.

La produccién de cefamicina C (CM) en S. clavuligerus ocurre en paralelo con la del &cido
clavulanico. Los genes biosintéticos de ambos compuestos se encuentran adyacentes en el
genoma, formando un cluster de alrededor de 60 kb. El cluster de cefamicina C contiene enzimas

biosintéticas codificadas por genes como pcbAB, pcbC, cefD, cefE, cefF, cmcl, cmcJ, cmcH,
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genes de la biosintesis de precursores a-aminoadipicos (como lat y pcd), y genes para la
resistencia a antibioticos p-lactamicos, como bla, pcbR y pbp74 (Liras y col., 2008).

Un total de 11 genes involucrados en la biosintesis de AC se han localizado inmediatamente en la
region contigua al cluster de biosintesis de cefamicina C. Ademas de los cinco genes antes
mencionados (ceaS, bls, cas2, pah y car) se han encontrado otros que también participan en la
biosintesis, como ORF6, ORF7, claR, cyp, fd y ORF12 (Fig. 5). De estos, ORF6 y ORF7
codifican respectivamente para una posible ornitina aciltransferasa y una proteina implicada en el
trasporte de péptidos. El gen claR codifica para una proteina reguladora similar a los activadores
transcripcionales de la familia LysR, proteina que esté involucrada en la regulacién de los tltimos
pasos de la biosintesis. Mientras, los genes cyp (codifica un citocromo P450) y fd (codifica una

ferredoxina) pueden estar involucrados en la ultima reaccion oxidativa de la via (Mellado y col.,

KA)
pebC  pcbR ceasz blsz pah2 ocatz claR cadcyp orfi2 orfi3 orfi4 orf16 pbpA pbpz ori2o orf21 orf2z orf2s orf27orf2g

cas2 oppAT fd oppA2 gcas orf22 orf24 orf26

Genes de biosintesis de Cefamicina C.
Il Genes de biosintesis de AC.
[ Posibles genes de biosintesis de AC.

(B)

-HE)-a---mmp— - u-5)-@-@-)- -l

cvmG cvmH cvmi2 cvm7  cvm3 cvm1 cvim4 cvme cving
cvmP cvmi13 cvmi11 cvmz2 casi cvms tANA  cvmio

(C)

—HH-E0-ai-aa-an-5)aa-en

ol orfJ orfl orfH orfG orfE orfDorfC orfB ceaS1 bis1 paht oat1 cvmép cvmip
orfK orfF orfA

Fig. 5. Clusters biosintéticos de A) acido clavulanico B) compuestos clavam y C) genes paralogos

en S. clavuligerus. (Song, 2010).

1.3.4.4. Produccién fermentativa de acido clavulanico.

Los procedimientos clasicos de fermentacion para la produccién de metabolitos secundarios estan
subdivididos en tres fases:
e Primero, el desarrollo del inéculo.

e Lasegunda fase, en la cual el antibidtico es sintetizado.
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e Y por ultimo, recuperar el producto sintetizado.

Para el desarrollo del indculo es necesario tomar en cuenta que el microorganismo debe estar en
forma activa, con el fin de minimizar la fase lag en la subsecuente fermentacion, y en proporcion
adecuada (entre el 3 y 10 % del volumen del medio), asi como estar libre de contaminacion
(Saudagar y col., 2008).

Streptomyces clavuligerus, como la mayoria de los Streptomycetes y hongos de importancia
industrial, es capaz de reproducirse asexualmente por medio de esporas, es por ello que es comun
utilizar una suspension de esporas para el desarrollo del in6culo primario. EI mayor problema de
usar como inoculo biomasa en crecimiento vegetativo es la dificultad para obtener un precultivo
uniforme, debido a la diferenciacion morfoldgica asociada con el crecimiento de este tipo de

microorganismos (Saudagar, 2008).

Sanchez y Brafia (1996) demostraron que la densidad celular influencia la sintesis de antibidtico
en S. clavuligerus: la biosintesis es activada rapidamente después de la germinacion de las

esporas al aplicar una alta densidad de inoculo.

Como se menciond anteriormente, S. clavuligerus puede producir una gran variedad de
metabolitos secundarios diferentes, y cambios en los nutrientes y su concentracion tienen
diversos efectos en la acumulacién de estos metabolitos, controlados por efectores intracelulares
(Saudagar, 2008). Con base en esto se ha determinado que la mejor fuente de carbono para la
produccion de AC es el glicerol. En ausencia de este compuesto no se produce AC, pero se
produce cefamicina C (Saudagar y Singhal, 2007). Se ha demostrado que el glicerol es un
compuesto incorporado en el anillo B-lactdmico del AC, lo que indica que el esqueleto de
carbono del anillo B-lactamico es un derivado del glicerol y no de algin arreglo molecular de
otros intermediarios de tres carbonos (Elson y Oliver, 1978).

Sin embargo, la fuente preferente de carbono para la producciéon de AC por S. clavuligerus son
los lipidos. Los carbohidratos son simplemente fuentes de energia empleadas para el crecimiento.
El rapido catabolismo de la glucosa y otros carbohidratos se ha visto reflejado en una

disminucion en la velocidad de biosintesis de antibioticos. Revilla y col. (1984) reportaron que
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catabolitos de carbono pueden inhibir la produccion de penicilina en Penicillum chrysogenum y
la sintesis de cefamicina C en S. clavuligerus. La adicion de aceite al medio de crecimiento es
preferida como fuente bésica de energia, debido a que es capaz de producirse mayor ATP que
utilizando glucosa; la desventaja de esto es la alta concentracion de aceite residual y el aumento
en la viscosidad del medio, lo que dificulta la transferencia de oxigeno al microorganismo
(Saudagar y col., 2008).

El medio de cultivo para S. clavuligerus puede contener de 0.1 a 10% (p/v) de fuente de
nitrégeno, como extracto de levadura, proteina vegetal o hidrolizados de proteinas. Las proteinas
de soya han mostrado ser uno de los méas importantes nutrientes en la produccion de AC. Gouveia
y col. (1999) demostraron que incrementar la concentracion total de nitrégeno provoca una larga

produccion de AC, inependientemente del sustrato empleado en el medio de cultivo.

Otro factor importante en la produccion es la concentracion de fosfato. Se ha observado que éste
es un nutriente limitante que regula la sintesis de antibidticos, ya que concentraciones de fosfato
de 0.3-300 mM permiten un amplio crecimiento del microorganismo vy, sin embargo,
concentraciones de 10 mM o superiores suprimen la sintesis de antibiéticos (Martin, 1976;
Saudagar y col., 2008). En cuanto al AC, Aharonowitz y Demain (1978) reportaron que su
produccion disminuye en un 80% con concentraciones de fosfato en el medio de fermentacion

mayores o iguales a 100 mM.

Aminoacidos como la ornitina y la arginina son utilizados preferentemente sobre otras opciones
para la produccion de AC, el anillo oxazolidin del AC es derivado directamente de aminoacidos
del ciclo de la urea. Los precursores primarios de la biosintesis de AC son intermediarios de C3 y
C5, es bien sabido que son derivados del glicerol y arginina/ornitina respectivamente (Bafios y
col., 2009) (Fig. 6).
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Polisacéridos Productos de Productos
extracelulares descomposicion metabdlicos
Glucosa 6-P | Acido clavulanico _
T A Gllierol ¢, Cs
| urea —
Glicerol | —> | Gliceraldehido 3-P > Ca\
o | ff
PEP | Arginina _ J/:Sr
| A H
v T i COOH
i NH g '
Piruvato 3 ——= Arginina Acidoclavulanico
¢ | Areini Ornitina —=
Oxalacetato —> Aspartato —> | "M
succinato
Fumarato  —3 NH, T
T 2- Oxoglutarato -—I> Glutamato

Fig. 6. Conexion del metabolismo del glicerol y arginina/ornitina en la biosintesis de &cido

clavulanico (Valentine y col., 1993).

Como ya se menciond, la biosintesis de AC comienza con la condensacion de arginina y un
intermediario glicolitico de tres carbonos, siguiendo una serie de reacciones hasta formar el acido
clavaminico y posteriormente el AC. Sin embargo, los precursores de tres carbonos parecen ser
los factores limitantes en la velocidad de sintesis de AC: con un exceso de arginina no se

incrementa la produccion (Valentine y col., 1993).
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2. ANTECEDENTES.

2.1. Mejoramiento genético de cepas para la produccién de AC.

Inicialmente, los estudios sobre la produccion de AC se basaron en identificar y localizar los
genes involucrados en la produccion de AC y deducir la via especifica de biosintesis.
Posteriormente, se han dirigido a la manipulacién genética para el mejoramiento de cepas
productoras (Song y col., 2010), siendo ésta una parte esencial en el desarrollo de productos de

fermentacion microbiana, debido a que:

e Permite la reduccion de costos por el desarrollo de cepas con productividad incrementada.
e Confiere la capacidad para usar materias primas de bajo costo.

e Confiere caracteristicas especiales deseables, como mejorar las propiedades de filtracion.
e Confiere la capacidad para producir bajo ciertas condiciones de temperatura o

disponibilidad de oxigeno.

La aplicacion de técnicas moleculares avanzadas en Streptomyces se ha incrementado
rapidamente en las ultimas décadas, trayendo consigo un mejor conocimiento, control y
manipulacion. Las estrategias de mejoramiento para la produccién de metabolitos secundarios se
han basado en duplicar o amplificar los genes biosintéticos, inactivar vias metabdlicas
competitivas o la expresion de enzimas heterdlogas, asi como la interrupcion o silenciamiento de

genes reguladores negativos y la sobreexpresion de genes reguladores positivos (Saudagar, 2008).

Sin embargo una limitante importante para estos procesos es que los Streptomyces poseen un
potente sistema de restriccion, lo que se convierte en una barrera para la introduccion de ADN
procedente de otras fuentes. Ademas, el alto contenido de guanina y citosina en su material

genetico dificulta su manipulacion (Rodriguez y col., 2005).

En S. clavuligerus, la produccion industrial de AC se lleva a cabo por fermentacion a gran escala.
Las cepas capaces de soportar altos niveles de produccién de AC, derivadas de la cepa silvestre,
han sido analizadas bioquimicamente y se ha observado que adn tienen la capacidad genética de
producir cefamicina C y antibioticos con estructura clavam, productos indeseables en la

produccion de AC; por lo que ha sido de gran interés determinar si la eliminacién de las via de
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biosintesis de cefamicina C y clavamas podria tener efectos benéficos en la productividad de AC

en cepas sobreproductoras (Saudagar y col., 2008).

En el caso de la manipulacion de los genes biosintéticos, la amplificacion del regulador
transcripcional CCaR en S. clavuligerus resulté en la sobreproduccion de AC, asi como de
efamicina C (tres veces mas que en la cepa silvestre), mientras que su inactivacion ocasiond la

acumulacion de acido clavaminico (Pérez-Llarena y col., 1997).

Por otro lado, Pérez-Redondo y col. (1999) realizaron la sobreexpresion de los genes cesl y ces2
en cepas recombinantes de S. clavuligerus, lo cual resulté en aumento de la produccién de AC del
60% y 100%, respectivamente, en comparacion con la cepa silvestre. Townsend y col. (2001)
lograron aumentar la produccion de AC insertando el gen orf2 en S. clavuligerus y manipulando
la concentracion de gliceraldehido 3-fosfato, un sustrato de la N-(2-carboxietil) arginina sintasa,

proteina codificada por orf2.

Estudios como el de Li y Townsend (2006) demostraron que existe una relacion en el aumento de
la producciéon de AC y la manipulaciéon genética de la via glicolitica de S. clavuligerus. Un
ejemplo de ello es que la interrupcion del gen gapl en S. clavuligerus provoca un aumento al
doble en la produccion de AC cuando en el medio de cultivo se adiciona arginina, sugiriendo que

este aminoacido puede ser limitante para la biosintesis.

Recientemente, el proyecto de secuenciacion del genoma de Streptomyces clavuligerus 27064,
fue publicado, la informacién obtenida debe proporcionar nuevas perspectivas sobre los
mecanismos utilizados por este microorganismo para producir su amplia gama de metabolitos y
es probable que proporcione informacion adicional sobre capacidades metabdlicas aun no
reconocidas, lo cual sera de gran ayuda para la manipulacion genética del organismo y facilitar
el desarrollo de S. clavuligerus como una "fabrica" de antibidticos para la produccion de
metabolitos valiosos (Song y col., 2010); por ejemplo, uno de los datos importantes que mostré
fue la presencia de clusters biosinteticos de varios metabolitos secundarios, muchos més de los

encontrados en cualquier otro genoma de Streptomyces (Medema y col., 2010).
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2.2. Regulacion de la biosintesis de metabolitos secundarios en

Streptomyces sp.

Los genes reguladores de la biosintesis de antibiéticos se encuentran generalmente localizados
dentro del cluster biosintético, junto con los genes de produccion, secrecion y resistencia al
antibiotico. Otros, sin embargo, son reguladores pleiotropicos globales que controlan diversas
vias metabolicas y pueden no estar ligados a genes especificos del cluster biosintético. Estos
reguladores globales responden a una amplia variedad de sefiales de estrés nutricional y
ambiental, por ejemplo carencia de fosfato o nitrogeno, presencia de quitina 0o N-
acetilglucosamina en el medio, dafio en la pared celular, cambios en la temperatura o pH, entre
otros (Bibb, 2005; Martin y Liras, 2010). Estos reguladores globales tienen una gran influencia en
la fase estacionaria del crecimiento de Streptomyces sp., ya que en esta etapa es donde se presenta
la produccion de metabolitos secundarios y la diferenciacion morfoldgica, que proporcionan al
microorganismo la capacidad para responder y adaptarse a cambios en el medio ambiente,

especialmente a la limitacion de nutrientes (Lee y col., 2004; Nieselt y col., 2010).

La modulacion de cambios ambientales tambien requiere de sensores que detecten sefiales
quimicas y/o fisicas y de reguladores que lleven a cabo cambios en los niveles de expresion
génica, ya sea inhibiendo o promoviendo la produccion de determinadas proteinas (Mitrophanov
y col., 2008). Como consecuencia de ello, Streptomyces sp. posee una enorme capacidad de
regulacion, evidencia de ello es que un total de 965 (12.3%) proteinas codificadas en el genoma
de S. coelicolor tienen funcién reguladora, incluyendo la existencia de mas de 60 factores sigma
(Fernandez y col, 2009; Song y col., 2009).

Algunos genes que codifican para factores o alternativos, pertenecientes a la familia sigB, estan
involucrados en la osmodeteccion y diferenciacion. Se cree que estos factores coordinan la
expresion de una red de regulones del desarrollo; por ejemplo la osmoadaptacion, la cual es
critica para la diferenciacion de Streptomyces, ya que al producirse presion de turgencia se

favorece la formacion de hifas aéreas. (Cho y col., 2001).
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Durante muchos afios se ha propuesto que la expresion de genes biosintéticos de antibioticos (y
otros metabolitos bioactivos) se controla a través de cascadas de regulacion que modulan la
expresion de genes de vias reguladoras asociadas. Un ejemplo de ello son los sistemas
piramidales que controlan la biosintesis de estreptomicina, tilosina y cefamicina C/acido
clavulanico (Bibb, 2005). En todos estos casos, la posicién superior en la cascada de regulacion
es ocupado por una proteina receptora de butirilactona (Brp), en coordinacién con su molécula
afin (la butirilactona). Hay sistemas Brp-butirilactona en la mayoria de la especies de
Streptomyces para la respuesta a sefiales externas; estos sistemas disparan la expresion de genes
reguladores, colectivamente Illamados SARP (Streptomyces Antibiotic Regulatory Proteins),
muchos de los cuales son reguladores positivos. Un mecanismo diferente de control de
metabolitos secundarios se ejerce por los sistemas de dos componentes (TCS), que responden a
una variedad de sefiales de estrés externas. Hay un gran nimero de TCS en Streptomyces. Con
excepcion de algunos (por ejemplo, AbsA1-AbsA2 en S. coelicolor), la mayoria de los genes que
los codifican se localizan fuera de los clusters de biosintesis de antibidticos. La mayoria de estos
genes reguladores se encuentran en la region central del cromosoma, lejos de los extremos

cromosomales, que son propensos a inestabilidad genetica (Martin y Liras, 2010).

2.2.1. Sistema de regulacion de dos componentes.

Los sistemas de regulacion de dos componentes son uno de los medios mas frecuentes por los
cuales las bacterias sienten, responden y se adaptan a cambios en su medio ambiente o en su
estado intracelular; se han encontrado en casi todos los genomas bacterianos secuenciados (Laub
y Goulian, 2007).

Estos sistemas de sefializacion, consisten en un sensor quinasa (HK) que autofosforila una
histidina, por lo general en respuesta a la presencia de una sefial, y un regulador respuesta (RR)
que activa o reprime la expresién de genes cuando es fosforilado por el sensor quinasa al que esta
acoplado (Chang y Stewart, 1998; Cheung y Hendrickson, 2010).

Los sensores quinasa generalmente consisten en un dominio de sefial de entrada acoplado a un
dominio autoquinasa que puede ser dividido en un subdominio histidina fosfotransferasa (PT) y

un subdominio de union a ATP. La deteccién del estimulo por la HK induce la hidrolisis de ATP
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y la fosforilacion de la histidina. EI RR posee un dominio regulatorio (R) que controla la
actividad del dominio de salida (Hoch y Varughese, 2001; Krell y col., 2010) (Fig. 7).

Sensor Quinasa Regulador Respuesta

Senal de entrada Autoquinasa Regulador Salida

Senal /—\
Y PO N PO,

H ATP I|D ;

| 1
Sensor — PT R 1 Union DNA

~—_ v

Fig. 7. Estructura del sistema de regulacion de dos componentes (Hoch y Varughese, 2001).EI

sensor quinasa o histidina quinasa (HK), sensor ambiental que fosforila el dominio receptor de
una proteina reguladora respuesta (RR); la fosforilacion de RR activa un dominio adjunto de
salida, que puede producir cambios en la fisiologia celular, induciendo un cambio
conformacional en la respuesta reguladora, activando el dominio efector y provocando una

respuesta celular, frecuentemente la regulacion de la expresion génica (Stock y col., 2000).

En el genoma de Streptomyces coelicolor se han encontrado 85 genes que codifican para sensores
quinasas y 79 genes que codifican para reguladores respuesta (Liras Yy col., 2008; Fernandez y
col., 2009); estos sistemas sirven como un mecanismo basico de acoplamiento estimulo-respuesta
qgue permite a los organismos detectar y responder a los cambios en diferentes condiciones
ambientales (Stock y col., 2000), adaptdndose a un amplio rango de entornos, estreses y
condiciones de crecimiento (Hutchings y col., 2004). Esto incluye nutrientes, estados celulares
red-ox, cambios en la osmolaridad y otras condiciones (Wolanin y col., 2004). En general, estos
sistemas son conocidos por regular varios aspectos del crecimiento y metabolismo, incluyendo la

produccion de antibidticos en Streptomyces coelicolor (Bishop y col., 2004).

Se ha comprobado experimentalmente la presencia del sistema de regulacion de dos componentes
en la produccidn de antibidticos y en el desarrollo en Streptomyces spp. Un ejemplo de ello es el

sistema PhoPR, que controla el regulon de genes pho y actia como regulador negativo en la
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produccion de metabolitos secundarios como la actinorrodina y la undecilprodigiosina en S.
coelicolor (Sola-Landa y col., 2003). Asimismo, Chang y col. (1996) demostraron que CutRS
ejerce una regulacion negativa en la produccion de antibioticos: cuando el gen fue bloqueado se
observo la sobreproduccion de actinorrodina en S. coelicolor, por el contrario, su sobrexpresion

provoco una disminucion en la produccion.

Bishop y colaboradores (2004) encontraron que el gen osaB codifica para un regulador de
respuesta y osaA para su histidin quinasa. Este sistema de dos componentes es requerido para el
desarrollo morfoldgico cuando el organismo crece en condiciones hiperosméticas, definiendo
parte de la respuesta a la osmoadaptacion. En S. coelicolor se ha visto que la interrupcion de
OsaB genera un aumento en la produccion de metabolitos secundarios, asi como una
diferenciacion morfoldgica, al no observarse produccion de hifas aéreas bajo condiciones de
estrés osmotico. El regulador respuesta tiene un dominio receptor que bloquea el motivo de unién
al ADN. La presencia de un motivo de hélice super enrollada (coiled-coil motif) sugiere que este
interacciona con otras proteinas de hélice super enrollada, pudiendo ser criticas para la

transduccion de sefiales.

La capacidad para modular la expresion de genes en respuesta al medio ambiente y cambios
fisiolégicos es parte también de las funciones de los diferentes factores sigma. Ha sido propuesto
que uno de estos factores sigma, c°, es un regulador que responde al estrés osmético y oxidativo
y controla la cascada de expresién de diversos factores sigma relacionados. En Bacillus subtilis,
o controla en general la respuesta a estrés; en S. coelicolor, sigB es parte de un operén, el cual
estd precedido por rsbA y rsbB, genes que en Bacillus subtilis codifican para el factor anti sigma

RsbW y su antagonista RsbV, respectivamente (Fernandez y col., 2009).

Se ha encontrado un gen contiguo a osaB, el gen osaC, que se cree que participa (al igual que
osaB) en mecanismos de regulacion para el desarrollo de la bacteria en condiciones de estrés
osmotico, ya que se ha observado que mutantes osaC” son incapaces de diferenciarse en medio
suplementado con osmolitos. La inusual arquitectura de OsaC indica que ademas de sus tres
dominios sensores internos, posee un dominio N-terminal quinasa y un C-terminal fosfatasa
(Fernandez y col., 2009).
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El modelo propuesto por Fernandez y col. (2009), sobre la posible funcion de osaC, indica que su
domino N-terminal quinasa funciona como un factor anti-sigma o® posterior a la respuesta a
estrées osmatico (REO), similar a la funcion observada para RsbA antes de la respuesta a estrés
osmético (Fig. 8) Después de la REO, y en respuesta a sefiales fisiologicas que indican los ajustes
en la fisiologia celular que pudieran ser percibidos por los dominios sensitivos PAS y GAF, OsaC
puede fosforilar e inactivar su pareja antagonista y luego unirse y secuestrar a °, interrumpiendo

la REO (dependiente de c°).

Condiciones Normales Estrés osmoético

/’\\ 5 /" >
( RsbA SigB @orsncususnsneusucnsnessnsusnsuTnee » ( RsbA {’ RsbV
.\\ - \\ ,_E\\A

Otros sitios  giep 0saB

blanco SigB
¢ Recuperacion fisiolégica,

. crecimiento de hifas aéreas y
SigB produccion de antibidticos.

Fig. 8. Modelo de la modulacién de la actividad ¢° por OsaC. Bajo condiciones normales ¢° es
secuestrado por el factor antisigma RsbA y el regulon sigB no es inducido. Como resultado del
estrés osmatico, el antagonista de RsbA, RsbV, es desfosforilado y se une a RsbA. Como
consecuencia ¢© puede combinarse con el nucleo de la RNA polimerasa y transcribir genes
pertenecientes al regulon sigB, incluyendo osaB. La recuperacion fisioldgica del estrés osmotico
resulta en la activacién del dominio kinasa de osaC, que también fosforila el antagonista de
osaC, lo que libera obligadamente a osaC que puede asociarse con ¢°y previene que continde la
expresion del regulon sigB (Fernandez y col., 2009).

La modulacion de la actividad mediada por OsaC después de REO aparentemente no es critica
para el restablecimiento fisiolégico, dado que la mutante osaC™ puede sufrir un desarrollo normal
después de 16 hrs de la induccién de REO, indicando que continda la regulacién sobre el reguldn

o® (incluyendo osaB) en la mutante, sin impedir su recuperacion. Por el contrario, la incapacidad
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de la mutante osaB™ para recuperarse del cambio osmoético implica un papel mas critico del

regulador de respuesta en la osmorregulacion (Fernandez y col., 2009).

Aunqgue los mecanismos de regulacion que controlan la biosintesis de acido clavulanico no han
sido totalmente entendidos, se ha encontrado que hay genes rio abajo del cluster AC-CM que
podrian jugar un papel muy importante en la regulacion del crecimiento celular, diferenciacion y
produccion de AC y CM bajo ciertas condiciones ambientales (Song y col., 2009). Un ejemplo de
ello es que se han encontrado en S. clavuligerus proteinas con un alto nivel de similitud (mas del
85%) con osaB y osaC de Streptomyces coelicolor, Streptomyces lividans y Streptomyces
avermitillis, suponiéndose que la interrupcién de los genes homdlogos scIB y sclC en S.
clavuligerus podria tener un efecto similar sobre la produccion de metabolitos secundarios y en

la diferenciacion celular.
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3. Justificacion.

Desde la llegada de la era de los antibioticos con las sulfamidas, en los afios 30 del siglo pasado,
la ciencia médica ha sido testigo de la exitosa aplicacion de numerosas clases de antibi6ticos,
siendo efectivos en el tratamiento de un gran nimero de enfermedades infecciosas. Sin embargo,
éstas siguen siendo la principal causa de muerte en el mundo, con la presencia de nuevas
enfermedades emergentes y el incremento de la prevalencia de patdgenos resistentes a
antibidticos (Suarez y Guidol, 2009).

La resistencia es una inevitable consecuencia de la presion selectiva impuesta por el uso indebido
y generalizado de antibioticos. Afecta negativamente a la economia y a la terapia clinica, debido
a que provoca una larga duracion en el tiempo de hospitalizacion, una alta morbilidad y aumenta
la velocidad de mortalidad, lo que se refleja en el incremento en los costos de cuidado y salud,
por la necesidad de administracion de farmacos alternativos, caros y toxicos. El problema de la
resistencia a antibidticos o sus consecuencias son mas evidentes en los antibidticos B-lactdmicos
(que son los méas ampliamente usados), debido a la produccién de B—lactamasas. Compuestos
como el AC han sido eficazmente usados para inhibir esos efectos negativos. Este compuesto es
producido por S. clavuligerus, y a pesar de que ya se conocen los genes biosintéticos, existen
genes fuera del cluster que pueden estar implicados en la regulacion de su biosintesis. Dada la
importancia del AC en la terapia clinica y considerando que S. clavuligerus es un excelente
modelo para el estudio de los mecanismos reguladores que controlan la biosintesis de diferentes
metabolitos secundarios (de la Fuente y col., 2002), el analisis de los genes involucrados en la
biosintesis de dichos metabolitos aportaria informacién de gran interés que podria permitir
posteriormente la manipulacion genética encaminada al incremento de la produccion. Asimismo,
podria emplearse como base para el estudio en otras especies de Streptomyces, con el objetivo de

mejorar la produccién de diversos compuestos de interés industrial.
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4. HIPOTESIS.

La interrupcion de los genes sclC y scIB tendra un efecto directo en la diferenciacién morfoldgica

y biosintesis de acido clavulanico en S. clavuligerus.

5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo general.

Determinar el efecto de la interrupcion de los genes scIB y sclC sobre la produccion de acido

clavulanico en Streptomyces clavuligerus.

5.2. Objetivos particulares.

R/

%+ Obtener los genes scIB y sclC de Streptomyces clavuligerus.

¢ Interrumpir los genes scIB y sclC con el gen aac3 (IV) por doble recombinacién

homologa.

+»*» Comparar los cambios morfoldgicos y la produccion de acido clavulanico en las cepas

mutantes y parental.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Microorganismos utilizados.

6.1.1. E. coli DH5q.

Cepa utilizada en técnicas de clonacion y amplificacion de plasmidos, previamente preparadas
como células electrocompetentes con alta eficiencia de transformacién (hasta 1x10°
transformantes/ug de ADN). Posee una delecion en el gen lacZ, lo que permite seleccionar
facilmente colonias transformantes con plasmidos capaces de originar a-complementacion. Este
microorganismo se propagé a 37 °C en medio LB, y en el caso de cultivo liquido con una

agitacion de 250 r.p.m.

6.1.2. E. coli IBEC-58.

Cepa utilizada para la amplificacion de plasmidos que serdn incorporados a especies de
Streptomyces que poseen un alto sistema de restriccion del ADN metilado, debido a que tiene
interrumpidos los sistemas de modificacion dam, dcm y hsd (Dam metila la adenina en la
secuencia GATC; Dcm metila la segunda citosina de la secuencia CC(A/T)GG) y Hsd metila las
adeninas dentro de la secuencia de reconocimiento AAC(N)sGTGC). Estas interrupciones
permiten la estabilidad del ADN al ser incorporado a Streptomyces. Las condiciones de
crecimiento de este microorganismo son a 37 °C, y en el caso de cultivo liquido con una

agitacion de 250 r.p.m. (Gonzélez-Ceron y col., 2009).

6.1.3. Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 (NRRL 3585).

Cepa tipo progenitora capaz de producir acido clavulanico y cefamicina C. Las condiciones de

crecimiento de este microorganismo son a 28 °C y 220 r.p.m.
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6.2. Medios de cultivo.

Todos los medios fueron esterilizados mediante autoclave a 15 Ib de presion durante 15 min.

Escherichia coli.

e Medio Luria-Bertani (LB o LA) (Miller, 1972).
Se empled para el crecimiento de E. coli. DH5a e IBEC-58.

e NaCl 10 g
e Bacto triptona 109
e Extracto de levadura 50

e Agua destilada (c. b. p.) 1L

El pH fue ajustado a 7.5 con NaOH 1 N. En el caso de requerirse en solido (LA) se afiadieron 20

g/L de agar bacterioldgico.
Streptomyces clavuligerus
= Medio Phage (¢) (Vranckeny col., 2010).

Se utiliz6 este medio para el crecimiento abundante de S. clavuligerus, ya que es un medio

asimilativo y permite una alta tasa de crecimiento.

e MgSO,7 H,0 05¢
e CaCly2 H,0 0.74 ¢
e D(+) glucosa H,O 10 ¢
e Bacto triptona 590

e Extracto de levadura 50

e Lab Lemco Powder (extracto de carne refinado) 5g
e Agua destilada (c. b. p.) 1L

El pH fue ajustado a 7.2 con NaOH 1 N.
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= Medio MYG (ISP-2).

Este medio es empleado comlUnmente para la caracterizacion de especies de Streptomyces, de

acuerdo al Proyecto Internacional Streptomyces.

e Extracto de malta 109
e Extracto de levadura 49
e Dextrosa 49

e Bacto agar (Difco) 209

e Agua destilada (c. b. p.) 1L

El pH fue ajustado a 7.2 con NaOH 1 N

= Medio ME (Sanchez y Brafia, 1996).

Medio utilizado para la esporulacién S. clavuligerus.

e MOPS 21 g
e Glucosa 59
e Extracto de levadura 05¢g
e Extracto de carne 059

e Hidrolizado enzimético de caseina (NZ-amina) 1g
e Agar bacterioldgico 209
e Agua destilada (c. b. p.) 1L

Se ajusto el pHa 7 con NaOH 1 N
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= Medio R2YE (Kiesery col., 2000).

Medio empleado para la regeneracion de protoplastos.

Sacarosa 103 ¢
K,SO4 0.25g
MgCl, 10.12 g
Glucosa 10 ¢
Casaminoacidos 0.1g

Agua destilada (c. b. p.) 800 mL

Se realizardn alicuotas de 80 mL y se agregd a cada una 2.2 g de Bacto agar (Difco).

Al usar agregar a cada 80 mL.:

1mL KHyPO, 0.5% plv

8mL  CaCl,*2H,0 3.68% p/v
1.5mL L-Prolina 20% p/v

10 mL  Buffer TES 5.73% p/v pH.7.2
0.2mL Solucién de elementos traza. *
0.5mL NaOH 1N.

5mL  Extracto de Levadura 10% p/v

*Solucion de elementos traza:

e 40mg/L ZnCl,

e 200 mg/L FeCl3*6H,0

e 10mg/L CuCl,*2H,0

e 10mg/L MnCl,*4H,0

e 10mg/L NayB;0;+10H,0

e 10mg/L  (NH4)sM07024°4H,0
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= Caldo tripticaseina de soya (TSB).

Medio empleado para el crecimiento abundante de S. clavuligerus. Fue utilizado como medio

semilla para la produccién de acido clavulanico.

e Peptona de caseina 17 g
e Peptona de soya 309
e Glucosa 2590
e NaCl 5¢g
e KyHPO, 25¢
e Agua destilada (c. b. p.) 1L

= Medio A (Kuo-Cheng y col., 2002).

Medio empleado para la produccidon de acido clavulanico por S. clavuligerus.

e Glicerol 159
e Extracto de harina de soya* 05L
e Peptona 109
e KH.PO, 1g
e Agua destilada (c. b. p.) 1L

*El extracto de harina de soya se obtiene de la esterilizacion por calor (15 Ib) de una solucién de
40 g/L de harina de soya, posteriormente se separa el extracto del sedimento por decantacion.
6.2.1. Antibioticos.

Para evitar la pérdida de los plasmidos introducidos en los microorganismos, fue necesario
mantenerlos bajo presion selectiva adicionando en el medio de cultivo los antibioticos

correspondientes a la resistencia del pldsmido contenido. Las concentraciones empleadas se
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muestran en la tabla 2, los antibioticos fueron esterilizados por filtracion con una membrana de

nylon (tamafio de poro 0.25 um) y almacenados a —20 °C hasta su utilizacion.

Tabla 2. Concentraciones de antibi6ticos empleados para la seleccion de transformantes

en E. coliy S. clavuligerus

Concentracion final
Antibiético Solucién stock

E. coli S. clavuligerus

Ampicilina 100 mg/mL enagua 100 pg/pL~ -----

Apramicina 50 mg/mL enagua 50 pg/pL 25 pg/pL
Cloramfenicol | 30 mg/mL enetanol 30 pg/pL -

Kanamicina 50 mg/mL enagua 30 pg/pL 50 pg/uL

6.3. Mantenimiento y conservacion de cepas.

Las cepas de E. coli fueron almacenadas en glicerol a una concentracion final de 40 % v/v a -20

°C, asi como los cultivos en placa se sellaron con Parafilm y se guardaron a 4 °C maximo un

mes.
S. clavuligerus fue conservado en forma de esporas, en una mezcla 1 : 1 de glicerol 80% v/v :

Tween 0.1% v/v y almacenado a —20 °C, o en forma de micelio, contenido en glicerol al 40% v/v

a la misma temperatura.
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6.4. Vectores plasmidicos.

o pPJET1.2/blunt (Fermentas®).

Notl
Ecob2l
Bglll
Kpn2l
PspX|
Eco88l
Xhol

Xbal
Bglll
Bigl

Bsu15l

Fig. 9. Mapa de restriccion del plasmido comercial pJET1.2/blunt, Fermentas.

Vector de clonacidon comercial para E. coli, se encuentra en forma lineal y esta disefiado para la
clonacion de productos amplificados por PCR. Contiene un gen letal (eco47IR) que es
interrumpido al ligar el inserto de ADN en el sitio de clonaje, lo que facilita la seleccion de las
recombinantes. Asimismo, posee un origen de replicacion rep, perteneciente al plasmido pMBI.
Tiene un tamafio de 2794 pb y como marcador de seleccidn posee resistencia a ampicilina (bla).

Este plasmido fue utilizado para la clonacion de los genes scIB y sclC.

e pQM5062
PARO
N =)
ME I . egfp . aac3{ﬂ/) . oriT ME
RBS T4

Termmador Terminador
Fig. 10. Mapa del transposon 5062 (Tn5062), posee un tamafio de 3442 pb y el gen aac(3) IV que

proporciona resistencia a apramicina.
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El plasmido pQM5062 contiene el Tn 5062, que posee un tamafio de 3442 pb y estd compuesto
por el gen de resistencia a apramicina (aac(3)IV), el gen egfp que codifica para una proteina
verde fluorescente, el origen de replicacion para E. coli oriT y dos terminadores T4 provenientes
del fago T4. Este pldsmido fue utilizado como molde para la amplificacion por PCR del gen
aac(3)1V, el cual codifica para una aminoglicosido 3-N-acetiltransferasa tipo IV. La resistencia a
apramicina ha sido usada ampliamente en estudios genéticos en Streptomyces (Skeggs y col.,
1986), en este trabajo servira para la interrupcion de los genes estudiados asi como para seleccion

de mutantes (Bishop y col., 2004).

Kpnl ,BamHI

Hindll1 EcoRlI

Nael

3919pb

T~ Narl
S Bglll

Nael Ncol

Fig. 11. Mapa de restriccion del vector de pMES.

Este plasmido fue construido eliminando un fragmento de 12 pb producto de la digestion y
religacion del vector comercial pPCR®2.1-TOPO® (Invitrogen) con la enzima EcoRI. Contiene el
origen de replicacién pUC para E. coli y ori f1, el gen lacZ y como marcadores de seleccion
resistencia a kanamicina (kmR) y ampicilina (ampR). Posee un tamafio de 3919 pb. Fue utilizado
para clonar los genes interrumpidos scIB y sclC y posteriormente transferido a S. clavuligerus por
transformacion de protoplastos. Debido a que contiene como marcador de seleccion resistencia a

kanamicina, facilit6 la seleccion de las mutantes que presentan recombinacion homdloga.
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6.5. Extraccion de ADN total de S. clavuligerus.

Meétodo Gist Brocades - R. Luiten.

Este método se utiliz6 para aislar ADN total que fue utilizado como molde en la amplificacién de
los genes scIB y sclC de S. clavuligerus mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

Se cultivo S. clavuligerus en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio o, utilizando
como in6culo suspension de esporas a una concentracion de 1x10° esporas/mL, se incubé a 30 °C

durante 48 hrs, con agitacion de 250 r.p.m.

Se obtuvieron alicuotas de 1.5 mL del cultivo y se centrifugaron en una microcentrifuga a 14,000
r.p.m. durante 5 minutos, se lavé el micelio precipitado con 1 mL de solucion fisiologica (0.9 %
p/v de NaCl), y se agregaron 500 pL de buffer de lisis (STETY), 10 pL de RNAsa® (10 mg/mL) y
50 pL de lisozima (20 mg/mL STET) a cada alicuota. Se incubaron durante 1 hr a 37 °C y
transcurrido este tiempo se adicionaron 500 pL de SDS al 1 % p/v y 2 pL de proteinasa K (20
mg/mL) mezclando bien con ayuda de una pipeta; se incub6 nuevamente a 37 °C durante una
hora. Posteriormente, se realiz6 una extraccion con fenol-cloroformo con el objetivo de eliminar

las proteinas restantes.

L STET. Sacarosa 8% p/v

Tris-Base 10 mM pH 8

EDTA 50 mM pH 8

Triton X-100 0.5% v/v
2 RNAsa: Se disuelve la RNAsa a una concentracién de 10 mg/mL, en una solucién con NaCl 15 mM y tampén Tris-
HCI 10 mM pH 7.5. La mezcla se hierve durante 15 min, se enfria a temperatura ambiente. Se reparte en alicuotas y
se almacenan a -20 °C.
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6.6. Manipulacion de ADN.

6.6.1. Desproteinizacion del ADN.

6.6.1.1. Extraccion con fenol-cloroformo.

Este metodo permite eliminar residuos de proteinas en muestras de ADN, para lo cual se agregd 1
volumen de fenol neutro® a cada muestra de ADN, se mezcl por inversion y se centrifugaron las
muestras a 14,000 r.p.m. durante 5 min, la fase superior se transfirié a un tubo nuevo utilizando
una punta cortada y se agregé un volumen de fenol neutro-CIA* (1:1). Se realizaron varios
lavados hasta que la interfase blanca desapareciera y un ultimo lavado con un volumen de CIA,;

posteriormente se realizé la precipitacion con etanol.

6.6.1.2.  Precipitacion con etanol.

A la muestra de ADN se le agregaron 1/10 de volumen de acetato de sodio (3 M, pH 5) y 2.5
volumenes de etanol frio al 96 % v/v o absoluto. Se almacend la muestra durante 2 horas o0 mas a
-20 °C (en el caso de ADN total fue durante toda la noche). Las muestras fueron centrifugadas en
una microcentrifuga a 14,000 r.p.m. durante 10 min a 4 °C; se decanto el sobrenadante, el pellet
fue lavado con etanol 70 % v/v y centrifugado nuevamente en las mismas condiciones. El
sobrenadante se elimind y el pellet se sec6 a temperatura ambiente; por ultimo, se resuspendié en

agua inyectable o TE>.

6.6.2. Eliminacién de ARN.

A cada muestra de ADN se le agregdé RNAsa® a una concentracion final de 100 pg/mL. La
mezcla de reaccion fue incubada a 37 °C durante 90 minutos. Pasado el tiempo de incubacion se

elimind la RNAsa con una extraccion de fenol-CIA y precipitacion con etanol.

® Fenol neutro: Se mezclaron por agitacién 4 volimenes de fenol acido con 1 volumen de Tris-HCI 1 M pH 8. La
mezcla se dejé reposar hasta que se separaron las dos fases. Se almacend a 4 °C en un recipiente opaco. Para la
preparacion de fenol &cido se mezclaron 500 mL de fenol solido con 500 mL de H,Od, se agit6 y se dejé reposar
para separar las dos fases. Se elimind la fase superior acuosa y se guard6 a 4 °C en un recipiente obscuro. Se puede
almacenar hasta 3 meses en este estado.

* CIA: Se prepara mezclando cloroformo: alcohol isoamilico, 24:1.

> TE: EDTA 1 mM pH 8.0 y Tris-HCI 10 mM pH 8.0
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6.6.3. Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

Los geles de agarosa permiten la visualizacion y separacion de fragmentos de ADN asi como la
determinacion de su tamafio. La concentracién de agarosa depende del rango de tamafio de los

fragmentos de ADN a separar (Tabla 3).

Tabla 3. Concentraciones de agarosa utilizadas para diferentes tamarios de fragmentos de ADN.

Concentracidn de Tamafio del ADN
agarosa (% p/v) (kb)
0.5 1-30
0.75 0.8-12
1 0.5-10
1.25 0.4-7
1.50 0.2-3
2-5 0.01-0.5

La técnica utilizada se realiz6 de acuerdo la metodologia descrita por Sambrook y Russell (2001).
La agarosa fue disuelta en TAE 1X° calentando en microondas hasta observarse una solucién

transparente.

Las muestras de ADN se mezclaron con 1/10 de volumen final de tampén de carga’,
posteriormente fueron cargadas en los pozos del gel de agarosa y corridas a un voltaje de 90 V
durante aproximadamente 90 minutos. La tincion de los geles se realiz6 agregando un microlitro
de la solucién stock de bromuro de etidio® a 50 mL de agarosa; o posterior a la corrida del gel,
para lo cual se sumergié en una solucion de bromuro de etidio 0.5 pg/mL durante

aproximadamente 15 min.

® TAE 50X: 100 mL de EDTA 0.5 M, 242 g de Tris base, 57.1 mL de acido acético glacial. Aforar con agua
destilada hasta completar un litro.

" Tampon de carga 6X: Azul de bromofenol al 0.25 % (p/v), sacarosa 40 % (p/v) y xileno cianol 0.25 % (p/v). Se
esteriliza por autoclave durante 20 min y se almacend a 4 °C para evitar el crecimiento de microorganismos.

8 Bromuro de etidio: Se prepara una solucién stock de bromuro de etidio a 10 mg/mL en agua destilada y se
conserva a 4 °C. Para un litro de agua destilada se requieren 50 pL de la solucion stock.
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Los marcadores de tamario utilizados fueron 1 kb DNA Ladder de Promega y Gene Ruler™ 1 kb
Plus DNA Ladder de Fermentas (Fig. 12).
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Fig. 12. Marcadores de peso molecular comerciales A) 1kb DNA Ladder de Promega y B) Gene
Ruler™ [ kb Plus DNA Ladder de Fermentas.

6.6.4. Extraccion de ADN a partir de geles de agarosa.

Las bandas a purificar fueron visualizadas en un transiluminador y cortadas con un bisturi,
posteriormente se utilizd el sistema Wizard® SV gel and PCR Clean-Up System de Promega

para su purificacion.

6.6.5. Cuantificacion de acidos nucleicos.

La cuantificacion de la muestras se realizd por espectrofotometria, al mismo tiempo que se

verificd su pureza de acuerdo con Sambrook y Rusell (2001).

Se prepararon diluciones 1/10 o 1/100 en agua y se midieron las absorbencias a longitudes de
onda 230, 260 y 280 nm, utilizando como blanco agua destilada. Se realizaron los calculos

pertinentes utilizando los siguientes criterios:

39


http://www.fermentas.com/templates/files/tiny_mce/family_images/sm133_fam.j

Materiales y métodos.

e El cociente Azso/Azg debe ser cercano a 1.8 para ADN y 2.0 para ARN para certificar que
las muestras estan libres de impurezas, debido a que cocientes menores a estos parametros

indican la presencia de proteinas, restos de fenol o material soluble.

El cociente Azeo/Azzp deben ser mayor que 2 y menor a 2.4 tanto para ADN como para
ARN.

e Para determinar la concentracién se toma en cuenta la densidad dptica a 260 nm,
considerando que una unidad equivale a 50 pg/mL en el caso del ADN y 40 pg/mL para el
ARN.

6.6.6. Digestion con enzimas de restriccion.

Las enzimas de restriccion (ER), también llamadas endonucleasas, son enzimas que reconocen
secuencias cortas y especificas de ADN (frecuentemente palindromos) y cortan la doble cadena
de ADN en sitios especificos o adyacentes a su secuencia de reconocimiento. Cada ER tiene sus
condiciones dptimas de funcionamiento, las condiciones generales que recomienda el fabricante

son las siguientes:

Componentes Concentracién final.
Agua Milli Q Completar a 20 puL
Buffer 10X 1X

(especifico para cada ER)
BSA acetilado* (10 pg/pL) | 0.1 pg/ pL
ADN 1ug

Enzima de restriccion 1-10 U

*Se agrego en caso de ser requerido por la enzima.
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La mezcla de reaccion fue incubada a 37 °C durante 1-4 hrs y posteriormente corrida en un gel de
agarosa. En el caso de requerirse una banda en especifico, ésta se cort6 y se purifico a partir del

gel.
6.6.7. Tratamiento con fosfatasa alcalina y ligacion.

Las fosfatasas alcalinas son usadas para prevenir la religacién de los vehiculos de clonacion
linealizados, eliminando sus grupos fosfato del extremo 5°-terminal. La fosfatasa alcalina
utilizada fue la fosfatasa alcalina de camarén (SAP) de Promega; a diferencia de la de intestino
de ternera esta puede ser inactivada elevando la temperatura y es mas especifica, asimismo
permite utilizar los fragmentos de ADN desfosforilado para la ligaciéon sin la necesidad de
purificar previamente. Se incub6 1 U de SAP por cada microgramo de ADN digerido con
endonucleasas a 37 °C durante 15 min. en buffer SAP 1X, en un volumen final de 30-50 pL. Se
inactivd la enzima por incubacion a 65 °C durante 15 min., posteriormente se centrifugo la

reaccion y se obtuvo una alicuota de 2 pL para la ligacion.

La ligacion es una reaccion que cataliza la union entre dos dobles cadenas de ADN, para ello se
empled la enzima T4 ADN ligasa de Promega utilizando una proporcién molar inserto: vector
3:1. Para calcular la cantidad de inserto a adicionar se sigui6 la formula:

ng de vector x longitud en kb del inserto x proporcién molar _inserto = ng de inserto
longitud en kb vector vector

Una vez calculada la cantidad de inserto y vector a adicionar, la reaccion se completo con 1 pL
de buffer 10X, 1U de T4 ligasa y agua hasta completar un volumen de 10 pL. Se incubd toda la
noche a 14 °C y posteriormente se emplearon de 2-3 puL de la mezcla para eletroporar células

electrocompetentes de E. coli, con el objetivo de amplificar el producto de la ligacion.
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6.7. Amplificacion de plasmidos.

6.7.1. Preparacion de células electrocompetentes.

Se inoculd una colonia de E. coli (DH5a o IBEC-58, segun sea el caso) en 50 mL de medio LB,
incubandose con agitacion (250 r.p.m) durante 12 hrs a 37 °C. De este precultivo se tomaron 6
mL y se adicionaron a 125 mL de medio LB, el cultivo fue incubado en las mismas condiciones
de agitacion y temperatura, el crecimiento fue monitoreado por densidad 6ptica a 600 nm
(D.O.600nm) hasta obtener 0.4 D.O.g00nm (aproximadamente 3 horas). El cultivo fue enfriado en
bafio de hielo durante 30 minutos y distribuido en 4 tubos de 50 mL; se centrifugd a 1000 xg
durante 15 minutos a 4 °C, el sobrenadante fue decantado y el precipitado de cada tubo se lavo
con 15 mL de agua calidad Milli-Q estéril. Se juntaron las fracciones en 2 tubos y fueron
centrifugados a 1000 xg durante 20 minutos a 4 °C; se decanto el agua y se adicionaron 8 mL de
glicerol 10 % v/v a cada tubo. El precipitado fue resuspendido en frio y distribuido en 2 tubos de
10 mL, se centrifugd en las condiciones antes mencionadas, se repitio el lavado con 2 mL de
glicerol 10 % v/v y se distribuy6 en 6 tubos de 1.5 mL centrifugando en las mismas condiciones.
A continuacion, se decanto el sobrenadante y se adicionaron 100 pL de la solucién GYT?,
disolviendo el precipitado en frio, se reunieron las fracciones en un unico tubo y se centrifugo a
2500 r.p.m. durante 20 minutos, a 4 °C en una microcentrifuga. El sobrenadante fue decantado y
se adicionaron 500 mL de la solucion GYT, en la cual fue resuspendido el precipitado. Por altimo
se obtuvieron alicuotas de 40 pL en tubos de 1.5 mL, almacenandose a -70 °C hasta su

utilizacion.

6.7.2. Transformacion por electroporacion.

A un tubo de células electrocompetentes, preparadas como se describid en el apartado anterior, se
le adicionaron 1-5 pL del plasmido a amplificar. Se resuspendieron suavemente y todo el
volumen fue colocado en una celda de electroporacion fria de 1 mm. La muestra fue introducida

en el electroporador (Electroporator 2510, Eppendorf) dando 2 pulsos a un voltaje de 1100 V,

® GYT: 10 % v/v Glicerol.
0.125 % p/v Extracto de levadura.
0.25 % plv Bacto triptona.
Ajustar pH 7.5 con NaOH 1N vy esterilizar por autoclave.
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posteriormente se adicionaron 400 uL de medio LB, en el cual fueron resuspendidas las células
electroporadas, y el volumen fue transferido suavemente a un tubo Eppendorf de 1.5 mL, para ser
incubadas las muestras a 37 °C con agitacion de 200 r.p.m. durante una hora. Pasado este tiempo,
se sembraron 100 uL del cultivo en placas de LB agar previamente preparadas con el antibidtico
de resistencia del plasmido insertado (con el fin de seleccionar s6lo las colonias que contuvieran
el plasmido deseado). Se hizo una placa control con LB agar sin antibioticos. Las cajas fueron
incubadas a 37 °C durante 16 hrs, aproximadamente. Se seleccionaron las colonias aisladas y se
realizd la extraccién de ADN plasmidico mediante minipreparaciones (si se desea obtener una
cantidad pequefia de plasmido) o megapreparaciones (si se requiere una concentracion abundante

de plasmido).

6.7.3. Extraccién de ADN plasmidico de Escherichia coli.

La extraccion de ADN plasmidico a pequefia escala se realizé por dos métodos, por medio del kit
Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System de Promega, para el cual se siguio el

protocolo establecido por la compafiia, y por medio de minipreparaciones, utilizando lisozima.

6.7.3.1.  Minipreparaciones.

Cada colonia de E. coli a analizar fue picada con un palillo estéril e inoculada en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL con caldo LB (con el antibidtico de seleccion del plasmido a aislar).
Se incubd a 37 °C con agitacion a 200 r.p.m. durante al menos 6 horas, o toda la noche. Los
cultivos se centrifugaron a 5000 r.p.m. durante 3 min y el sobrenadante de cada tubo fue
eliminado, resuspendiéndose el precipitado en 350 pL de STET. A cada tubo se le afiadieron 10
ML de una solucion de lisozima (10 mg/mL), mezclandose por inversion durante 30 segundos;
inmediatamente se sometié a ebullicion durante 45 segundos. Para precipitar las proteinas y
restos celulares, se centrifugd a 14,000 r.p.m. durante 10 minutos en una microcentrifuga, el
precipitado fue eliminado con ayuda de un palillo estéril y al sobrenadante que contiene el ADN
plasmidico se precipitdé con 40 uL de acetato de sodio (3 M, pH 5.2) y 600 uL de isopropanol
frio, mezclando cuidadosamente e incubandose durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se centrifugd durante 5 min a la misma velocidad, se desecho el sobrenadante y el
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precipitado fue lavado con 500 pL de etanol al 70 % v/v mezclando vigorosamente con ayuda de
un vortex durante 2 seg. Se realiz6 una nueva centrifugacién a la misma velocidad durante 10
min; el etanol fue eliminado por inversion y el precipitado secado. Posteriormente se resuspendio

en 30 pL de agua inyectable estéril y se almaceno a -20 °C hasta su utilizacion.

6.7.3.2.  Megapreparaciones.

Se inoculd una colonia con un palillo estéril en 100 mL de caldo LB, incubandose toda la noche a
37 °C con agitacion a 250 r.p.m.. El cultivo fue centrifugado a 1000 xg. durante 10 minutos, el
precipitado se resuspendié en 6 mL de solucién de STET y se repartio en alicuotas de 350 pL. A
cada alicuota se le afiadieron 20 pL de lisozima (10 mg/mL), mezclando suavemente durante 30
segundos, y se incubaron en un bafio de ebullicion durante 45 segundos. Las proteinas y restos
celulares se precipitaron por microcentrifugacion a 14,000 r.p.m. durante 15 min, el precipitado
se elimind con un palillo estéril, mientras que el ADN plasmidico contenido en el sobrenadante
se precipitd afadiendo 40 pL de acetato de sodio (3 M, pH 5.2) y 600 uL de isopropanol. Se
mezcld y se dejo incubar a temperatura ambiente durante 15 min; pasado este tiempo se
centrifugd a 14,000 r.p.m. durante 5 min, el precipitado se lavo con 1 mL de etanol 70% v/v y se
secd con el objetivo de eliminar los restos de etanol, por ultimo se resuspendié en 100 pL de
agua. Se reunieron las fracciones obtenidas y se trataron con RNAsa a una concentracién final de
100 pg/mL, incubandose a 37 °C durante 90 minutos. Pasado este tiempo se realizé la extraccion

con fenol-cloroformo, para eliminar restos de proteinas (ver seccion 6.6.1.1).

6.8. Construccion de los plasmidos pJetB y pJetC.
6.8.1. Amplificacion por PCR de los genes scIB y sclC.

6.8.1.1.  Disefo de los cebadores.

Los cebadores se disefiaron utilizando como base la secuencia nucleotidica de los genes sclB
(SCLAV _4638) y sclC (SSCG_04361) con numero de acceso NCBI ZP_06774111.1 y
ZP_05007034.1, respectivamente. Cada par fue disefiado con el fin de amplificar un fragmento
de aproximadamente 2000 pb que incluyera el gen a interrumpir y algunas bases adicionales
corriente arriba y corriente abajo de éste, con el objetivo de favorecer el reconocimiento y

especificidad de la secuencia para la recombinacién homdloga.
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Secuencia de gen sclB.

El gen scIB, con numero de acceso NCBI ZP_06774111.1, posee un tamafio de 798 pb y codifica

una proteina de 265 aa.

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

ATGACCGGCA
CCTCCCGGCT
CAGAAGGCCA
ATTCTTTCCG
GCACTGCTGA
GGGTTCGAGA
TTTCTCACCG
GTCGACTACA
GTCGATCTCT
CTCGAAGGCG
GCCGAGCTGT
CTCGACGACG
CTGACCGGCC
CTGCCGACCC

CAACATTGGG
CGTGGAGCCG
AGATCCTCCT
CGCTCGATCA
CGGATGATTT
CGGCCGCGCA
CGATCAACCA
TCTCCAAGCC
ACATGAAGAA
GTGCCCGCGC
CCGCGCGGCT
AGTCCGCGGA
TGCGGCGGGC
AGAACTGA

CGACGCAAGG
GGGAGACCCC
GGTCGATGAC
GACGCTGGTA
CGCCGTCATT
CATCAAGCGG
CGGGCCGCAC
CTTCGATCCG
CTGCCAACTG
CGGCGGCGGC
CGCGGCGGTC
TGTGGCCGCC
GCTGGACGCG

GAGTCGTCCC
AGGGCGGGGC
CGGCCGGAGA
CGGGCATCGT
CTGCTGGACG
CGGGAGCGGA
CACACCTTCC
TGGGTGCTGC
CGGGAGCAGG
GCGGACGGCA
GAGGAGCAGG
GTCGCCACCG
CTGGAGCCGG

CTGGGGCGGC
GAGGAGGACG
ATCTGCTGGC
CAGGGGAGGA
TTCAGATGCC
CCAGGGACAT
GCGGCTACGC
GGGCGAAGGT
CGGCACTGCT
AGGAGCCGGT
CGGAGGCCCT
CCGCCCATCT
GCACGGGCGG

GCCGGTGGTG
GGGCATGGTG
GCTGGAGGCC
AGCGCTCAAG
CGGCATGGAC
CCCGATCATC
GGCGGGCGCG
CTCGGTGTTC
GAGGCTCCAG
GGGTCTGCTC
GTCGAAGCAG
GGAACGCAAA
TCCGAACGCC
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El gen sclC, con nimero de acceso NCBI ZP_05007034.1, posee un tamafo de 2754 pb y codifica

Secuencia del gen sclC.

para una proteina de 917 aa.

61
121
181
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701

CTGGCTTCCG
CCACCACCGG
ACGAGGAGTT
GTCGCGACCG
TACAGCCCCG
ACCCGCTCCG
CGCGTCGCCG
GAGAAGATCT
GCCTGGCCCC
TGGGAGGGCA
CATCTGCGGG
GACGAACGCG
ACCGACGGCA
CTCGACGGAC
GCGTTCCTGC
CTCCCCTCGG
GGCTCCGCGC
CTGCTCAACT
CTCACCGGCT
CTGCGGCTCC
GAGCTGGAAC
GCCGGGACTC
CTGGCCACCT
TATGTACTGC
CCCCCGCCGG
GCGCAGCAGG
GTCTCCTCCG
GTCCTGCCCC
GACGACCACT
CTCGCCCTGG
CGCAGTCTGC
CGCGCGGCGG
GACGGCGCCT
GTCACCGGTC
GCGGTCCTGG
ACCCTGCTCT
TGCGCGGGCC
GAACCTCAGC
CTCGACCCGG
AGCCGCATGC
GCCGGCGCGG
TCCGATGACA

GCTGTCCAAC
GCACCTGGAG
CTGTGATCAC
CCCGCGCCTT
CCCGGAAGCA
CGGGCCCTGT
TCGTCCAGAT
TCGGCTACAC
ACACCCCCGG
GCTACGGCAT
TCCGCGACTC
CCATCCTCCA
CCGGCGCGGA
TCCTCCAGCG
TGCTCGCCAC
CGCGCCAGCG
GGATGCCCGC
CCACCGGGAT
CGCTGGGGGT
AGTTCGCCGC
GGCTGCGGCG
TCGACCGGGA
GGTGTGCCGT
ACGAGGACGA
ACCCGGTGCT
CGGCCCTGCT
GCATCGACAC
TGGTCGCCCG
TCCGTCAGGA
ACAACGCCCG
TCCCGCCGGA
GCGAGGGCAA
ACGGCTTCGC
TGGCCCGGCA
AGCGGCTGAA
ATGGCGAGCT
ATCCCCTGCC
CGCTGCTGGG
GCGATGTCCT
TGGGCGACGA
TCGCCGCGCG
TGGCCATCCT

CGCCCCGGTC
GGGCAGGCCG
CGCGCGGGCG
TGTCCGCGAC
CGTCTGGTTC
CCTGCCGACC
CGACCGCTGC
CGCCGAACAG
CACCGGTACC
CCGCGGCACC
CCAGGGCGAG
GACCCCGCAG
CCCCTTCGAA
GACCGTCGAA
CGACGACGAG
GTTCGCCCGC
CGTCCACGAC
GCGCTCCGTC
CGCCGCCGAG
CGACCGTATC
CGGCTCGCTC
CCAGACACTC
CTACACCATC
GGAACGCATC
GACCCCCGGG
CACCTCCCGG
CACGCTCGCG
CAACCGCGTC
GATCCTGGAG
CCTGTACTCG
GTTGCCCGAG
CGAGGTCGGC
CATCGGCGAT
CGCCCTGCGG
CGCGGCGATC
GTGGCCCCAG
GCTCCGGCTG
TGTCATGGAC
GCTGTGCGTC
GGGCCTCGCC
GGTCCTCAGA
CGCCATGCGT

CGCCCGGCCG
ATCATGGCGG
GCTGCCAGCT
ACCCTCCAGG
CAGCTCGACC
GCCCTGCTCC
GGCGCCCTCT
GTCGTCGGCA
GGCATCGCGG
GACGGCCGGG
CCGTCCACGG
CGCGGCCCCG
GTCTTCATCG
CGCGCCCGCG
ACCGAACTGG
GTCCCGGTCG
GACCTCGCCT
GTCACCGTCC
TCCGCCGGAC
GCCCTCGCCG
TCCTTCCTCG
GCGCTGATGG
GCCGACCAGT
GACGGGCTGA
GCCCGGGTCT
CGCGAACTGG
ACCGCCGCGG
ATCGGGATGC
CTGGCCGAGG
GAGCGCGTGG
GTCCCGGGTG
GGCGACTTCT
GTCTGTGGTA
CTGCTGGCCC
CTCGACGAGG
GAGAACGGCG
CACCGCGACG
GAACTGGAGC
ACCGACGGGG
GAAGTCCTCG
GCGGTCGAGC
GTCCCGGGTC

GGGTGGCACG
AGCCGGGCGT
TTGACCCTGT
GGTGGGGGTA
TGCCCCGCCG
CCGCCGCCGA
CCGCCTGGAA
AACCCCTCGC
AGGCCCTTCA
TCATCCCCGT
TCTGTCTGCT
TACCCGACCC
GCTCCCCCGC
ACATGCTCGA
AGGTCCGCGC
AGGCAGGCAC
CGGTCCCCGG
CGCTCAAGGT
GGTACTCCAA
TCGAGTCCGC
TCGAGGCGTC
CGCAGATGAC
CCTCCGACCC
AGGCGCTGCT
GGGCCGCTCC
GTCTCGGCTC
CCGTCGGCGG
TGACGCTCGG
ATCTGTCCCG
CCAACAGCCA
TCGAGGTCGA
ACGACCTGTT
CGGGCCCGCA
GTGAGGGCTT
GGGCCCGCAG
GAGCCCTGCT
GCACGGTGGA
TGTTCGAGCA
TCACCGAGCG
CGGGCTGCAA
GCTTCGCCGC
CGTTCCCGCT

GGCACGAGAA
CGACACACGT
CGGGCGGTCC
CTCCGATGTC
CCCCGTCGGC
CGAACGGGTG
CGGGGACGCC
CGACCTCGCC
GCTCTCCCGC
CTACGCCTCC
GGTACGGGAC
CGCCACAGGC
CCCCGACGAC
CGGCGACGCC
CACCACCGGG
CGGACGGTAC
TGCGGTGCCC
CGAGGGGCGG
CGAGGAGGCC
CCGCCTCGGC
CGACCTGCTC
GGTCCCGACG
CTATCTCAGC
GTCCAAGGTT
CGGCCGTGCC
CTCGCAGCCG
TGAGACGGTG
CAAGCCCTCC
CCGGGCCGCG
GGCCCTCCAG
GGTCATCTAT
CCCCATCCGC
AGCGGCGGCC
CGGCGGCCCG
CCGCTTCCTC
GAAGGTCGTC
GCCCGCCGCG
GGAGGTCACC
CCGTGAAGGC
GGGTCTGACG
GGAGCCCGCG
CTAG
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6.8.1.2.  Condiciones para la reaccion de PCR.

La enzima que se utilizo fue Go-Tag polimerasa de Promega. Esta enzima es de baja fidelidad,
sin embargo para los fines del proyecto no era necesario que el gen se amplificara sin errores.
Asimismo, debido al alto contenido de guanina y citosina que presentan los actinomicetos fue

necesario la adicién de dimetilsulfoxido a una concentracion final del 5 % v/v.

La mezcla de reaccién para los dos genes fue:

VVolumen utilizado
ADN genoémico (20 mM) 1pL
Primers (20 mM) 1pLclu
Buffer 10X Go Taq pol SpuL
MgCl, Concentracion final 1.5 mM.
dNTPS (10 mM) 2 pL
Dimetilsulfoxido (DMSO) Concentracion final 5 % viv.
Enzima Go Taq pol (1 U/uL) (Promega) | 1 pL
Agua Ajustar a un volumen final de 50 pL

Para amplificar los genes scIB y sclC por medio de PCR fue necesario utilizar un termociclador
de gradiente, con el propdsito de encontrar la temperatura de hibridacién mas adecuada para la
amplificacion. De acuerdo a la Tm (temperatura de fusion) de los primers, se estimé un rango de

temperaturas de hibridacion de 62 °C a 68 °C.
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El programa utilizado para la amplificacion fue el siguiente:

TEMPERATURA TIEMPO
DESNATURALIZACION 94 °C 5 min.
DESNATURALIZACION 94 °C 1 min.
HIBRIDACION Rango de temperatura 1 min.
62°C a 68°C 30 Ciclos
ELONGACION 72 °C 1 min.
ELONGACION 72 °C 10 min.
4°C

6.8.2. Clonacion de scIB y sclIC en el plasmido pJET.

Los productos de PCR correspondientes a los genes scIB y sclC fueron purificados con el Kit

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), siguiendo las condiciones del

fabricante, y clonados en el plasmido comercial pJET (Clone JET™ PCR Cloning Kit,

Fermentas). Las condiciones de clonacion fueron las siguientes, con base en el protocolo

establecido para fragmentos con extremos cohesivos.

Volumen

Buffer de reaccion 2X
Producto de PCR

Agua libre de nucleasas
Enzima DNA blunting

10 pL
2 UL
5uL
1puL

Volumen total

18 pL

La mezcla de reaccion fue agitada con ayuda de un vortex durante 3-5 seg. y se incubd a 70 °C

durante 5 min., enfriandose en bafio de hielo. Esta mezcla se realizd para generar extremos romos

en los fragmentos a clonar, ya que en la amplificacion se utiliz6 Tag DNA polimerasa, la cual

afiade adeninas adicionales en los extremos 3", independientemente del molde.
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Para la reaccion de ligacion, a la mezcla anterior se le afiadio:

Volumen

pJET 1.2/blunt cloning vector | 1 pL
T4 DNA ligasa (5 U/uL) 1puL

Volumen total 20 pL

Se mezcld con ayuda de un vortex y se incub0 la reaccidon a temperatura ambiente (22 °C)
durante una hora. Posteriormente se limpid con una mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1) y se transformo por electroporacion, usando como marcador de seleccion la resistencia a
ampicilina. Los plasmidos de las colonias obtenidas fueron obtenidos por minipreparaciones y
digeridos con endonucleasas con el fin de comprobar la ligacién: Nael para los plasmidos que
incorporaron scIB y Nrul para los que incorporaron sclC. Los plasmidos obtenidos se nombraron

pJETB y pJETC, de acuerdo con el gen contenido.

6.9. Construccion del cassette de interrupcion.
6.9.1. Amplificacion del gen aac(3)I1V por PCR.

6.9.1.1. Disefio de cebadores.

El gen aac(3)IV codifica para una aminoglicosil acetiltransferasa, proveniente de E. coli,
proporciona los microorganismos resistencia a apramicina (Magalhaes y Blanchard, 2005). Fue
utilizado para interrumpir los genes estudiados, asi como marcador de seleccion de las
transformantes. Este gen forma parte del transposon 5062 (Tn 5062) (Bishop, 2004) contenido en

el plasmido pQM5062, su amplificacion se realizé por PCR.

La importancia de este marcador de seleccion es su funcionalidad tanto para E. coli como para
Streptomyces, debido a que las especies de Streptomyces son naturalmente resistentes a muchos
antibioticos (por ejemplo los B-lactdmicos), por lo cual es muy limitado el numero de genes de
resistencia a antibioticos que pueden ser utilizados. En orden decreciente de eficacia, se han

empleado en varios trabajos los siguientes marcadores de seleccion: aac(3)IV (apramicina), aphll
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(neomicina/kanamicina), hph (higromicina), aadA (estreptomicina/espectinomicina), aacl
(gentamicina) y ermE (eritromicina) (Herron y col., 2006).

Los primers utilizados para su amplificacion se disefiaron con base en la secuencia nucleotidica
complementaria del Tn5062 (NCBI AJ566337), tomando como base para el disefio de los

cebadores la region 1137-2186 pb (sombreada), la cual incluye el promotor propio del gen.
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Secuencia Tn5062

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061

ctgtctctta
gaaaggaggt
cctggtcgag
gggcgatgcc
cgtgccctgg
ccccgaccac
ggagcgcacc
cgagggcgac
caacatcctg
cgacaagcag
cagcgtgcag
gctgcccgac
gcgcgatcac
cgagctgtac
attgagcaag
gacctctagg
tccaccggat
cgccaactat
tagggcttat
tgagcaatta
cggcttgaac
tgttgcccca
agctcagcca
gcaggaagat
agcggatcaa
tgagccacct
cgcgtaccaa
ttgccatcaa
gtacctgccc

ggggcaatgg
gatgggcgct
ccggtgtaac
gcatgacgag
gcccatctte
gggtaacccc
cgacattgca
gcaaatagtc
ccattcaaag
aaatacggca
tctggatttc
cttgatgtta
atgacctttt
ccecectttttt
tcaatcaccg
tcattatagc
aaagggttcg
aagtaggccc
tgctcaacgg
gcaagcggat
actgccttcc
tgtcggccta
agcacgtccg

tacacatctc
gatcatatgg
ctggacggcg
acctacggca
cccaccctceg
atgaagcagc
atcttcttca
accctggtga
gggcacaagc
aagaacggca
ctcgccgacc
aaccactacc
atggtcctgc
aagtaaagcg
ctttatgctt
gtccccaatt
cagcttagta
tgcgataaca
tatgcacgct
tgtgcttagt
gaattgttag
gcaatcagcg
atcgactggce
caacggatct
ccgagcaaag
gtccgccaag
cttgccatcc
ctcggcaaga
atcgagttca
atcagagatg
gcgctttaca
gggcgacgtg
cgtccctcecece
gaggggccgg
aaggttgaga
ctccaccgcet
ggtggtgata
gccggcecattt
tcagttaccg
gatcacggca
cccgagagcet
gaatgacctt
attttaaaaa
gatccccgac
gattttttcg
tgtagacttt
acccgcgagce
gaatcctgct
ggctgatgaa
agacgaacga
cctgctggcece
cgagctggcc

aaccatcatc
tgagcaaggg
acgtaaacgg
agctgaccct
tgaccaccct
acgacttctt
aggacgacgg
accgcatcga
tggagtacaa
tcaaggtgaa
actaccagca
tgagcaccca
tggagttcgt
gccgcttaag
gtaaaccgtt
aattagtaat
aagccctcecgce
agaaaaagcc
taaaaataat
gcatctaacg
acattatttg
cgaccttgcecc
gagcggcatce
cggcccagtt
gcatgaccga
gcaaagcgct
tgaagaatgg
tgcagcgtcg
tggacacggg
atctgctctg
tttggcaggc
gcaggatcga
ggacccagcg
acgctacgga
agctgaccga
gatgacatca
aacttatcat
tcagcgtgac
tgagccggat
cgatcatcgt
tggcacccag
taatagatta
ttttttcaca
ctgcaggtcg
gtatatccat
ccttggtgta
gggtgttcct
ctgcgaggct
accaagccaa
agagcgattg
gtcggccagg
cgcatcaatg

gatgaattcg
cgaggagctg
ccacaagttc
gaagttcatc
gacctacggc
caagtccgcc
caactacaag
gctgaagggc
ctacaacagc
cttcaagatc
gaacaccccc
gtccgccctg
gaccgccgcce
gtaccgaatt
ttgtgaaaaa
ataatctatt
tagattttaa
agcctttcat
aaaagcagac
cttgagttaa
ccgactacct
cctccaacgt
gcattcttcg
gacccagggce
ctggaccttc
cacagcagtg
tgcagtgtct
tgttggcatc
cgaccgggct
cctgtggccc
gccagaatgt
acggctcgtc
cagcacgcag
aggagctgtg
tgagctcggc
gtcgatcata
ccececttttge
atcattctgt
cagtgagggt
gcgggagggce
cctgcgcecgag
tattactaat
aaacggttta
acttttccgce
cctttttcge
tccaacggceg
tcttcactgt
ggccggctac
ccaggaaggg
aggaaaaggc
gctacaaaat

gcgacctggg

gatcctaatt
ttcaccgggg
agcgtgtccg
tgcaccaccg
gtgcagtgct
atgcccgaag
acccgcgcecg
atcgacttca
cacaacgtct
cgccacaaca
atcggcgacg
agcaaagacc
gggatcactc
cgagggggat
atttttaaaa
aaaggtcatt
tgcggatgtt
gatatatctc
ttgacctgat
gccgcgccgce
tggtgatctc
catctcgttc
catcccgcecc
tgtcgccaca
cttctgaagg
gtcattctcg
cggcacccca
gtgtcccacg
tgcaggcgag
cgctgccgcea
gtcagagaca
gtccagacct
ggcctcgatc
gaccagcagc
ttttcgccat
gcacgatcaa
tgatggagct
gggccgtacg
ttgcaactgc
aagggctcca
caggggaatt
taattgggga
caagcataaa
tgcataaccc
acgatataca
tcagccgggce
cccttatteg
cgccggcgta
cagcccacct
ggcggcggcece
cacgggcgtc
ccgcctgggce

aattaatcta
tggtgcccat
gcgagggcga
gcaagctgcc
tcagccgcta
gctacgtcca
aggtgaagtt
aggaggacgg
atatcatggc
tcgaggacgg
gcccegtgcet
ccaacgagaa
tcggcatgga
ccggtgattg
taaaaaaggg
caaaaggtca
gcgattactt
ccaatttgtg
agtttggctg
gaagcggcgt
gcctttcacg
tccgcectcecatg
tctggcggat
atgtcgcggg
ctcttctcct
agataatcga
tagggaacct
ccgaggagaa
tgaggtggca
aaggcaaatg
actccaaggt
gaccacgagg
agtccaagtg
acaccgccgg
tcgtattgca
cggcactgtt
gcacatgaac
ctggtactgc

gggtcaagga
aggatcgggc

gatccggtgg
ccctagaggt

gcttgctcaa
tgcttcgggg
ggattttgcc
aggataggtg
cacctggcgg
acagatgagg
atcaaggtgt
ggcatgagcc
gtggactatg
ggcctgctga
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3121
3181
3241
3301
3361
3421

6.9.1.2.

aactctggct
tgctggcgaa
gcccgagggce
gccaagcacg
atcaccgacg
ttgagatgtg

caccgacgac
gatcgaagag
agagccatga
tccececatgeg
agcaaggcaa
tataagagac

ccgcgcacgg
aagcaggacg
cttttttagc
ctccatcaag
gaccgatccc

ag

Condiciones de reaccion de PCR.

cgcggttcgg
agcttggcaa
cgctaaaacg
aagagcgact
cggggacctg

tgatgccacg
ggtcatgatg
gccggggggt
tcgcggagcet
caggcatgca

atcctcgcecce
ggcgtggtcc
gcgcgtgatt
ggtgaagtac
agcttcaggg

La amplificacion del gen de resistencia a apramicina, se realizé con la enzima Pfu polimerasa

Altaenzymes, con el fin de obtener una secuencia de alta fidelidad y con extremos romos, que

facilitara su insercion en pJETB y pJETC. La mezcla de reaccion empleada se presenta en la

siguiente tabla:

Volumen utilizado

pQMS5062 (20 mM)
Primers (10 mM)

Buffer 10X Pfu con MgSO,

dNTPS (10 mM)

Enzima Pfu DNA pol. 5 U/ uL

(Altaenzymes)
Agua Mili-Q

luL
1pLclu
SpuL
2 uL

0.5puL

Ajustar a un volumen final de 50 pL

Al igual que para la amplificacion de los genes scIB y scIC, la obtencién del fragmento

correspondiente al gen aac(3)IV se realizd con un gradiente en la temperatura de hibridacion. El

programa utilizado fue el siguiente:

Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion 94 °C 5 min.

Desnaturalizacion 94 °C 1 min.

Hibridacion Rango de temperatura Lmin.
59°Ca65°C

Elongacion 72°C 1 min.

Elongacion 72 °C 10 min.

4°C

30 ciclos
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Una vez obtenido, el fragmento amplificado de tamafio aproximado de 1049 pb se purifico a

partir de un gel de agarosa.

6.9.2. Insercién del gen aac (3) IV en los plasmidos pJETB y pJETC

Los plasmidos pJETB y pJETC que contienen los genes sclB y sclC fueron digeridos,
respectivamente, con Nael y Nrul, asi como desfosforilados para evitar que el plasmido se
religara (debido a que estas enzimas generan extremos romos). En estos extremos se inserto el
gen aac(3)IV previamente purificado y amplificado por PCR. La ligacion se sigui6 de acuerdo al
protocolo del fabricante, tomando como relacion de concentracién 3:1 (inserto: vector). Las
colonias obtenidas fueron seleccionadas por su resistencia a ampicilina y corroboradas por su
tamafio al realizarse una minipreparacion de las transformantes obtenidas. Los plasmidos
resultantes se nombraron pJETBA y pJETCA, fueron amplificados mediante megapreparaciones
y la construccion se comprobd por un analisis de restriccién con la enzima Ncol, para ambos

vectores.

6.10. Construccion de los vectores de interrupcion.

Los vectores pJETBA y pJETCA fueron digeridos con las endonucleasas BamHI y Hindlll, con
el objetivo de liberar cada gen incluyendo su interrupcion. Los cassettes AslcB y AsclC de
tamafio 3055 pb y 3109 pb, respectivamente, fueron cortados y purificados de geles de agarosa
para su posterior clonacion en el plasmido pME6, previamente digerido con las mismas
endonucleasas, dando origen a los vectores pPMEBA y pMECA. Estos vectores fueron empleados

para la transformacion de S. clavuligerus.

6.11. Transformacion de Streptomyces clavuligerus.

La insercion de los plasmidos pMEBA y pMECA en S. clavuligerus se realizd por
transformacion con protoplastos. Debido a que S. clavuligerus posee mecanismos de restriccion
de metilacion especifica, los cuales utiliza para protegerse del ingreso de ADN exdgeno, se
utilizé la cepa de E. coli IBEC-58 para amplificar los vectores que serian insertados (como ya se
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comentd, esta cepa tiene la caracteristica de no metilar el material genético, lo que facilita la

entrada y permanencia de los plasmidos insertados en S. clavuligerus).

6.11.1. Formacidn de protoplastos de S. clavuligerus (Baltz, 1980; Kieser y col., 2000).

En un matraz tridentado de 250 mL se inocularon 25 mL de medio YEMEG con 0.1 mL de
esporas (1x10° esporas/mL). Se incubd en agitacion a 250 r.p.m. y 37 °C durante 36-40 hrs.
Transcurrido ese tiempo, el cultivo se centrifug6é a 1000 xg durante 10 minutos, el sobrenadante
se elimind y el precipitado se lavd dos veces con 15 mL de sacarosa al 10.3 % (p/V).
Posteriormente, el pellet fue resuspendido en 4 mL de buffer P° con lisozima (1 mg/mL),
incubandose a 30 °C de 15 a 60 minutos con agitacion lenta, hasta observarse la formacion de
protoplastos (monitoreado por observacion al microscopio). Los protoplastos se resuspendieron
con ayuda de una pipeta y se incubaron 15 min bajo las mismas condiciones, se adicionaron 5 mL
de buffer P y se repitié la homogenizacion con ayuda de una pipeta. Los protoplastos fueron
filtrados con algodon estéril para eliminar el micelio restante y se transfirieron a tubos de 15 mL,
para después centrifugar a 1000 xg durante 7 min. El sedimento fue resuspendido en 1 mL de
buffer P repitiendo el lavado 2-3 veces; por ultimo se resuspendié en 1 mL de buffer P y se
obtuvieron alicuotas de 50 UL, las cuales fueron almacenadas a -70 °C hasta su utilizacion.

6.11.2. Transformacion de protoplastos y seleccion de mutantes.

La transformacion de protoplastos se realizd de acuerdo a la técnica empleada por Garcia-
Dominguez y col. (1987) y Kieser y col. (2000), para lo cual se adicionaron 5 uL de ADN
plasmidico (1 pug/uL) a 50 pL de la solucién de protoplastos, homogeneizandose con 200 pL de
buffer T'. Se inocularon 100 pL de esta solucién por placa de medio R2YE. Las cajas fueron
incubadas a 30 °C y después de 14-20 hrs. se adicionaron 1-2 mL de antibidtico por placa,

considerando el volumen de medio contenido para obtener una concentracion final de 25 pg/mL

10 Buffer P: 10.3 % (p/V) Sacarosa, 0.25 g K,SOy,, 2.02 g MgCl,+*6H,0, 2 mL solucién de elementos traza (misma
que el medio R2YE), agua destilada hasta 800 mL. Se hacen alicuotas de 80 mL y a cada una se le agrega 1 mL
KH,PO,4 0.5% (p/V), 10 mL CaCl,*2H,0 3.68% (p/V), 10 mL Buffer TES 5.73% (p/V) pH. 7.2.

1 Buffer T: 25 mL Sacarosa 10.3% (p/V), 0.2 mL de solucion de elementos traza (misma que el medio R2YE), 1
mL K,SO, 2.5% (p/V), 75 mL agua destilada, esta soluciéon fue esterilizada y una alicuota de 9.3 mL fue
suplementada con 0.2 mL de CaCl, 5 M y 0.5 mL de buffer Tris-4cido maléico (hacer una solucion 1 M de buffer
Tris y ajustar a pH 8 con &cido maléico). Antes de usar, adicionar 1 g de polietilenglicol 1000 (PEG 1000) por cada 3
mL de buffer T.

54



Materiales y métodos.

de apramicina. Las cajas se dejaron secar en una campana de flujo laminar y se incubaron a 30 °C

hasta observar transformantes, aproximadamente 2-3 dias.

De las transformantes obtenidas se seleccionaron las colonias resistentes a apramicina y sensibles
a kanamicina, ya que estas son las que presentan doble recombinacién homologa (en la cual se
sustituye parte del genoma receptor -genes a interrumpir. por la secuencia exdgena -genes
interrumpidos-, sin la insercidn del resto del plasmido). EI reemplazo del gen enddgeno por el
gen interrumpido contenido en el vector se aseguraria solamente si se lleva a cabo una
recombinacién doble, lo que se puede comprobar seleccionando transformantes sensibles a

kanamicina. Este procedimiento se esquematiza en la figura 13.

Recombinaciéon homologa
1) Doble 2) Simple o —

~
~
~
o ~ I’, S
d S | \
’ S 1
\ \ /
[ I N 7/
\\ J Nig -
7’
~, ~ - ’
g —_— —

. _ - ---a - - ———
=3 Genexdgeno

Gen enddgeno
=3 Marcador interrupcién (AprR)

== Marcador plasmido (Km R) '/

—”_‘~~
»” \\\‘
—— ADN gendmico \ < ; J
~--= Plasmido \\ ol
Fig. 13. Proceso de doble recombinacién homéloga (1), en el cual se reconocen dos regiones del
plasmido con la secuencia gendémica, dando como resultado la sustitucion de la secuencia
exdgena que contiene el marcador de resistencia a apramicina, lo que ocasiona la interrupcién
del gen enddgeno; a diferencia del proceso de recombinacién simple (2) en el que solo es

reconocida una region del plasmido con el genoma insertandose el plasmido completo.

6.12. Comprobacion de la interrupcion de los genes sclIB y sclC.

Para confirmar que se llevo a cabo la interrupcién de los genes scIB y sclC con el marcador de
resistencia a apramicina, se realizdé un PCR de las colonias resistentes a apramicina utilizando los

cebadores forward de cada gen (scIBF y sclCF respectivamente), y el cebador apraR con la
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finalidad de amplificar la primera mitad del gen interrumpido y el marcador de resistencia a
apramicina dando un producto de 2154 pb para 4sclB y 2178 pb para Asc/C. Asimismo se
amplifico el gen completo interrumpido utilizando los pares de cebadores scIBF-scIBR y scICF-
scICR, los cuales habian sido empleados anteriormente para la amplificacion del gen y en este
caso amplificaron un fragmento 1049 pb mas grande, que corresponde al marcador de resistencia

a apramicina (Fig. 14).

Gen sclB
Gen sclC Nael Productos PCR scIB-R
Nru | apra-R sc|lC-R
2000pb
. . I .
2054[)/b./ s N \ —
. / . N scIB-F
s N LscIC -F J
21g4pb
1105pb  [ioAgpb ] 89 | 2178pb J
1129pb 925pb !
Gen acc(3)IV 3049pb
3103pb

Fig. 14. Estrategia utilizada para la interrupcion de los genes scIB y sclC y comprobacion de las
mutantes por PCR.

La comprobacién de la interrupcién de los genes sclC y scIB en Streptomyces clavuligerus se

realizé por medio de PCR de colonia, descrito en el siguiente apartado.

6.12.1. PCR de colonia a partir de las transformantes obtenidas de Streptomyces

clavuligerus

Se emple6 el método descrito por Van Dessel y colaboradores (2003), el cual consiste en
seleccionar varias colonias al azar correspondientes a las diferentes transformantes, se tomé cada
colonia con un palillo estéril y se recolect6 en tubos de 1.5 mL. Cada una se resuspendio en 10
ML de dimetilsulfoxido 100 % (DMSO) y se hicieron tres mezclas de reaccion con diferentes
concentraciones de DMSO.
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Componentes Mezclal Mezcla2 Mezcla3
Mezcla DMSO-colonia 5puL 25uL  1.25pL
Agua 22 pL 245 uL  25.75 pL
Primer Forward (20 mM.) 5L 5L 5uL
Primer Reverse (20 mM) 5uL 5uL SuL
Buffer 5X Go-taqg polimerasa (Promega) 10 pL 10 pL 10 pL
dNTPs (10 mM) 25 L 2.5uL 2.5uL
Go- tag polimerasa (Promega) (1 U/uL) 0.5puL 0.5puL 0.5 uL
Concentracion final DMSO 10 % 5% 2.5%

Las condiciones de temperatura fueron las mismas que se utilizaron anteriormente para la

amplificacion de los genes scIB y sclC.

6.13. Evaluacion del efecto de la interrupcion en la produccion de acido

clavulanico.

6.13.1. Fermentacion liquida.

Para la generacion de biomasa se emple6 caldo TSB. El medio fue inoculado con una colonia,
incubado a 28 °C en agitacion continua a 220 r.p.m y se monitored hasta que alcanzd una
densidad dptica de 5 a 600 nm. Con este cultivo se inocul6 (al 10 % v/v) el medio de produccién
(Medio A), incubandose en las mismas condiciones. Para las cinéticas de produccion y
crecimiento, se tomo una alicuota de 1.5 mL cada 24 hrs durante 120 hrs. (Liras y Martin, 2005).
En cada muestra se cuantifico la biomasa por peso seco y el &cido clavulanico producido por
espectrofotometria. Para la condicion de estrés osmético se adiciond al medio de produccion KCI

a una concentracion final de 250 mM.

6.13.2. Cuantificacion de acido clavulanico por espectrofotometria

Este método de andlisis esta basado en la medicion de la absorbencia a 312 nm del producto de la
reaccion de sales de acido clavulanico con imidazol. EI compuesto formado es 1-(8-hidroxi-6-
0x0-4-azaoct-2-enoil)-imidazol (Fig. 15). Este procedimiento permite detectar concentraciones
por arriba de los 2 pg/mL, los derivados del acido clavulanico y otros compuestos con estructura
clavam presentan una alta absorbencia en las condiciones del ensayo, en cambio para las

penicilinas se observa poca o nula absorbencia (Bird y col., 1982).
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CO, [\ HHH H
J;r\'l/ o H A—L)- NWN—%_C=C_N—C_%—CH20H20H
O .

COOK Imidazol O O

Clavulanato de potasio 1-(8-hidroxi-6-oxo-4-azaoct-2-enoil )-imidazol

Fig.15. Reaccidn de imidazol con acido clavuléanico, produce un compuesto capaz de ser

detectado espectrofotométricamente.

Las muestras obtenidas de la fermentacion fueron procesadas de la siguiente forma: la biomasa
fue separada por microcentrifugacion (5000 r.p.m., 10 min.) y cuantificada mediante peso seco, el
sobrenadante obtenido fue separado en 2 tubos, a un tubo (tubo A) se le agregaron 5 volimenes
de la solucién de imidazol (8.25 % p/V, pH 6.8), al segundo tubo (tubo B) se le agregaron 5
volimenes de agua. Se midio la absorbencia de ambos tubos a 312 nm y se calcul6 la diferencia
entre el tubo A y el B. Para determinar la concentracion de clavulanato de cada muestra fue
necesario realizar una curva patron con la sal clavulanato de potasio (Fermic S.A. de C.V.) de O a
100 ug/mL (Anexo 1), concentraciones que también fueron tratadas en las condiciones antes

mencionadas.
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7. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

7.1.  Andlisis in silico de las proteinas codificadas por los genes scIB y scIC

en S. clavuligerus.

Se realizd un alineamiento con el objetivo de determinar la homologia que presentan las
secuencias aminoacidicas codificadas por los genes scIB y sclC de S. clavuligerus y secuencias
similares encontradas en S. coelicolor, S. avermitillis y S. lividans. Los numeros de acceso de las

secuencias empleadas se presentan en la tabla 4.

Tabla 4.NUmeros de acceso de las secuencias aminoacidicas de proteinas similares a ScIB y
ScIC en diferentes especies de Streptomyces

SclB SclC

No. de acceso
Genbank.
(Tamafio aa.)

No. de acceso
Genbank.
(Tamafio aa.)

Organismo

Funcién. Funcion.

Regulador respuesta de

S. clavuligerus EFG09710 Un sistema de dos ZP_08218551 Proteina reguladora
ATCC 27049 (265 aa.) componentes, (873 aa.)
S. coelicolor CAA19850 Regﬁlzg?gnr%sg:e;éz de CAA19848 Posible proteina
A3(2) (224 aa.) (916 aa.) reguladora.
componentes.
. Posible fosfatasa
. avermitillis BAC70222 resPL?:;?;e dreegﬁ'zgi‘t’gma BAC70224 dependiente de
MA- 4680 (228 aa.) d(? dos componentes (915 aa.) magnesio 0
' manganeso.
S. lividans EFD66343 Reg“'a_d‘t?r resg“ejta de | zp 06528095.1 orotei "
TK24 (224 22) un sistema de dos (916 aa.) roteina reguladora.

componentes.

El andlisis de las secuencias aminoacidicas con la base de datos BLAST/UniProt, establecié que
ScIB corresponde a una posible proteina reguladora respuesta, perteneciente a un sistema de dos
componentes. De la misma manera, se predijo la funcién de SclC como una proteina reguladora
dependiente de magnesio. Este mismo alineamiento predijo un porcentaje de similitud de més del
80% para SclB, y del 98 % para SclC, con las proteinas similares de S. coelicolor, S. lividans y S.
avermitillis (Tabla 5). De igual forma se realizé un alineamiento de las secuencias aminoacidicas
correspondientes al producto del gen scIB y scIC en S. clavuligerus y sus similes en S. coelicolor,
S. avermitillis y S. lividans, los resultados se presentan en las figuras 16 y 17.
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Tabla 5.Porcentajes de similitud de las proteinas codificadas por los genes (A) scIB y (B) scIC

en) S. clavuligerus y sus genes homologos en S. coelicolor, S. avermitillis y S. lividans.

A)

S. clavuligerus

S. coelicolor

83%

S. avermitillis

85%

S. lividans

83%

B)

S. clavuligerus

S. coelicolor

98%

S. avermitillis

98%

S. lividans

98%

.clavuligerus
.coelicolor
.avermitillis

0 oLomom

.lividans

.clavuligerus
.coelicolor
.avermitillis

Lom Ko

.lividans

.clavuligerus
.coelicolor
.avermitillis

oL omom

.lividans

.clavuligerus
.coelicolor
.avermitillis

0 m oo

.lividans

Fig. 16. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas correspondientes al producto del gen scIB

en S. clavuligerus y sus similares en S. coelicolor, S. avermitillis y S. lividans.
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5. coelicolor
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S.lividans

5. avermitillis

Fig. 17. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas correspondientes al producto del gen

sclC en S. clavuligerus y sus similares en S. coelicolor, S. avermitillis y S. lividans.
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Las secuencias aminoacidicas de ScIB y ScIC fueron también analizadas en la base de datos Pfam
(http://pfam.sanger.ac.uk/), con el objetivo de predecir los dominios que las conforman y
corroborar su funcion. Se obtuvo que la proteina SclB, con un tamafio de 265 aa., contiene un
dominio REC, que comprende la region de los aminoacidos 43 al 157; este es un dominio
receptor, homdlogo a CheY de S. coelicolor, y actia como un dominio receptor de un regulador
respuesta, caracteristico en los sistemas de dos componentes. Este dominio contiene un sitio
fosfoaceptor con un residuo Asp en el extremo N-terminal que es fosforilado por homdélogos de
histidina quinasas, afectando las propiedades del extremo C-terminal, dominio de unién al ADN
(Galperin, 2006).

Fig. 18. Andlisis de los dominios localizados en ScIB. Solo se presenta un domino REC comln en

los reguladores respuesta.

La proteina SclC posee un tamafio de 886 aa. Su funcién reguladora esta determinada por los

cinco dominios predichos que la conforman, los cuales se esquematizan en la figura 19.

Fig.19. Analisis de los dominios localizados en SclC.

e un dominio HATPasa, localizado en la region entre los aminoacidos 48-147. Este
dominio aparece en diversas proteinas de unién al ATP.

e un dominio PAS, localizado entre los aminoacidos 160 y 226, dominio presente en un
gran nimero de proteinas de sefializacion. A diferencia de muchos otros sensores, las
proteinas que contienen estos dominios se encuentran localizadas en el citosol y es ahi
donde detectan sefiales internas, aunque pueden también sentir factores ambientales que
crucen la membrana celular. La mayoria de los dominios PAS funcionan como modulos

sensitivos de quinasas de sistemas de dos componentes (Anton y col., 2007).
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e dos dominios GAF, localizados en las regiones 309-453 y 474-642. Al igual que los
dominios PAS son importantes en la percepcién de sefiales externas en procariontes.
Este tipo de dominio se encuentra en fitocromos y cGMP fosfodiesterasas.

e por ultimo, en el carbono terminal se localiza un dominio SpollE (Proteina E del estado
de esporulacion 11), que comprende los aminoacidos 689 a 881. Este dominio es
necesario para la formacién de un septo polar normal durante la esporulacion. Su region
N-terminal es hidrofébica, lo que origina segmentos transmembranales (Carniol y col.,
2005).

7.2. Interrupcion de los genes scIB y sclC.

7.2.1. Extraccién de ADN de Streptomyces clavuligerus.

Se realizd la extraccion de ADN de S. clavuligerus como se describe en la seccion de
metodologia, el cual servira como molde para la amplificacion por PCR de los genes scIB y sclC.
El ADN obtenido se presenta en la figura 20.

DNA S. clavuligerus
A 2 3 4 5 6

Fig. 20. Extraccion de ADN gendmico del fago A (tamafio aproximado de 48.5 kb, carril 1), y
ADN gendmico extraido de S. clavuligerus (carriles 2-6).

7.2.2. Transformacion de plasmidos por electroporacién y amplificacion.

Se introdujeron en E. coli los plasmidos pQM5062 y pME6 por medio de electroporacion y se
seleccionaron las colonias transformantes por su capacidad de resistencia al antibidtico contenido

en el medio de cultivo (en el caso del pQM5062 fue apramicina a una concentracion final de 100
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Hg/mL y para el pMEG6 fue kanamicina a una concentracion final de 25 pg/mL). Las colonias
resistentes a estos antibidticos son las que contienen el pldsmido de interés. Se obtuvieron
colonias aisladas y a partir de ellas se realizé la extraccion de plasmido por megapreparaciones
(Fig. 21). El plasmido pQM5062 fue usado como ADN molde para la amplificacion por PCR del
gen de resistencia a apramicina (aac(3)IV), mientras que en el plasmido pME6 fue clonado el

cassette de interrupcion.
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Fig.21. Reamplificacioén por megapreps de los plasmidos pQM5052 y pMES.

7.2.3. Amplificacion de los genes scIB y sclC por PCR.

7.2.3.1. Disefio de cebadores.

Para construir los primers o cebadores que amplifiquen el gen scIB se tom6 como ADN molde la
secuencia del gen incluyendo bases rio arriba y rio abajo, con el proposito de amplificar un
fragmento mayor que facilite la recombinacién homologa. Ademas era necesario que contuviera
dentro del gen un sitio de restriccion, de preferencia para una enzima que generara extremos
romos, los cebadores se disefiaron incluyendo bases rio arriba y rio abajo de cada gen. Para el gen
scIB se amplificd un fragmento de 2000 pb. En el caso del gen sclC se consideraron 2054 pb del

gen para ser amplificado. Las enzimas que permitirian la insercion del gen aac(3)IV fueron Nael
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para scIB y Nrul para sclC. Asimismo, se adicionaron sitios de corte para las enzimas BamHI y

Hindlll en los extremos del cebador con el propésito de facilitar la ligacion en el plasmido pMES.

Primers para obtener el fragmento correspondiente al gen sclB.

BamHl|
scIB-F 5" ATA G| GATCC GCGGCGCACCTACTCC & Tm 64°C
HindllI
scIB-R 5> ATA A | AGCTT CTTGCGGTGGGCTTGGTCG 3 Tm 63°C
1 TTCG ACAACGAGAA GGTGCTGATC GTCGACGACG ACATCCGCAA
61 TGTCTTCGCG CTCACCAGCG TGCTGGAGCA GCAGGGCCTG ACGGTGCTGT ACGCGGAGAA
121 CGGCCGGGAG GGGATCGAGG TCCTGGAGCA GCACGACGAT GTCCAGGTCG TCCTGATGGA
181 CATTATGATG CCGGAGATGG ACGGGTACGC GACGACGACC GCGATCCGCA GGATGCCGCA
241 GTTCGCCGGG TTGCCGATCG TGGCGCTGAC GGCGAAGGCG ATGAAGGGCG ACCGGGAGAA
301 GGCGATCGAG TCGGGGGCTT CCGACTATGT CACCAAACCG GTCGACCCGG ATCATCTGCT
361 CACGGTGATG GAGCAGTGGG TGCGCGCTCG GTGACCGGAT GCCCCGTCTG TTGCTGACTG
421  ACCGTGGCGG AGGATGTGTG CGTCGTCGTC GTGCGGGGAA CCTTTCGGAC TCCCGTTACG
481 TTTCTTCTCC GTGCACAGTG ACATCGTGGT GACAGGGTGT GGCGACAGGC GGGGTGCGGC
541 TACCATGACC GGCACAACAT TGGGCGACGC AAGGGAGTCG TCCCCTGGGG CGGCGCCGGT
601 GGTGCCTCCC GGCTCGTGGA GCCGGGGAGA CCCCAGGGCG GGGCGAGGAG GACGGGGCAT
661 GGTGCAGAAG GCCAAGATCC TCCTGGTCGA TGACCGGCCG GAGAATCTGC TGGCGCTGGA
721 GGCCATTCTT TCCGCGCTCG ATCAGACGCT GGTACGGGCA TCGTCAGGGG AGGAAGCGCT
781 CARGECACTE CTCACCCATE ATTTCECCET CATTCTECTE CACETTCAGR TCCCCEECAT
841 GGACGGGTTC GAGACGGCCG CGCACATCAA GCGGCGGGAG CGGACCAGGG ACATCCCGAT
901 CATCTTTCTC ACCGCGATCA ACCACGGGCC GCACCACACC TTCCGCGGCT ACGCGGCGGG
961 CGCGGTCGAC TACATCTCCA AGCCCTTCGA TCCGTGGGTG CTGCGGGCGA AGGTCTCGGT
1021 GTTCGTCGAT CTCTACATGA AGAACTGCCA ACTGCGGGAG CAGGCGGCAC TGCTGAGGCT
1081 CCAGCTCGAA GGCGGTGCCC GClelololeleldGG CGGCGCGGAC GGCAAGGAGC CGGTGGGTCT
1141 GCTCGCCGAG CTGTCCGCGC GGCTCGCGGC GGTCGAGGAG CAGGCGGAGG CCCTGTCGAA
1201 CCACCTCCAC CACCACTCCE CCCATETCEC CCCCETCEC ACCECCELEC ATCTECARCE
1261 CAAACTGACC GGCCTGCGGC GGGCGCTGGA CGCGCTGGAG CCGGGCACGG GCGGTCCGAA
1321 CGCCCTGCCG ACCCAGAACT GACCACCCGC CGATGACCGA CTGACCCACT GACACCCCCT
1381 GCTGATTCCC TGCTGCCCCA GCGCTGCTCC CCGGGCGCGA CCGGCCCGGG TCCGCGTGCC
1441 CGACGGCCCG TCCGGACCCG GTGCTCCGCC GTGTCGGGGC GGTGCGCCGG TCCGCCGGGG
1501 GCCGCTGAGG GAGTGTCACG TCAAGGCGGG CACCCGGGCG ACACCAACGG GTGAGGGCGT
1561 GGGCACACGT GTCCGCCGCG TCCCGCACCG GTAATCTCAC CACCATGGCT TCACGTACGT
1621 CCGGCAAGGG CCCCCAGGAA CCGGCGGCCT CCGCCAAGCC GCGCACCGGC CGTACGAGCG
1681 GTGCCACGGC CGCGGCGAAG AAGAAGGCCG CGGCCGGGAA ACCGGGCGCG CCCGCCGCCA
1741  AGGGCCCGGC GGGGGGGAAA ACCTCCGCCA AGCCCCCCGC GAAGAAGGCC ACCGGCCGGA
1801  AGGCACCGGC GGCAGCGGCC CGGAAGGCAC CCGCGAAGAG GACCGCCGCC CAGAAGGCCG
1861 CCCCCCGGCC CGCGCCCTCC CCGACCGGGG GGCTCTACCG CCTGGTGCGT GCCCTCTGGC
1921 TCGGTCTCGC GCGCACGGTG GGCGCCCTCG TCCGGGGCAT AGGGCGGGGT GCGAAAGGGC
1981 TCGACCAAGC CCACCGCAAG

En la secuencia anterior se muestran las regiones empleadas para el disefio de los cebadores
scIBF (verde) y scIBR (rosa), la secuencia del gen scIB (gris) contiene el sitio de corte Nael,

(negro) donde se inserto el gen de resistencia a apramicina, aac(3)IV.
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Primers para obtener el fragmento correspondiente al gen sclC.
BamHlI

scIC-F 5 TAT G | GATCC AACCCCTCGCCGACCTCG3

sclIC-R 5 TAT A | AGCTT CTA GAG CGG GAACGG ACCCGGG 37 Tm67°C

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041

HindlIl11

AACCCCTCGC CGACCTCG

AGGCCCTTCA
TCATCCCCGT
TCTGTCTGCT
TACCCGACCC
GCTCCCCCGC
ACATGCTCGA
AGGTCCGCGC
AGGCAGGCAC
CGGTCCCCGG
CGCTCAAGGT
GGTACTCCAA
TCGAGTCCGC
TCGAGGCGTC
CGCAGATGAC
CCTCCGACCC
AGGCGCTGCT
GGGCCGCTCC
GTCTCGGCTC
CCGTCGGCGG
TGACGCTCGG
ATCTGTCCCG
CCAACAGCCA
TCGAGGTCGA
ACGACCTGTT
CGGGCCCGCA
GTGAGGGCTT
GGGCCCGCAG
GAGCCCTGCT
GCACGGTGGA
TGTTCGAGCA
TCACCGAGCG
CGGGCTGCAA
GCTTCGCCGC
CGTTCCCGCT

GCTCTCCCGC
CTACGCCTCC
GGTACGGGAC
CGCCACAGGC
CCCCGACGAC
CGGCGACGCC
CACCACCGGG
CGGACGGTAC
TGCGGTGCCC
CGAGGGGCGG
CGAGGAGGCC
CCGCCTCGGC
CGACCTGCTC
GGTCCCGACG
CTATCTCAGC
GTCCAAGGTT
CGGCCGTGCC
CTCGCAGCCG
TGAGACGGTG
CAAGCCCTCC
CCGGGCCGCG
GGCCCTCCAG
GGTCATCTAT
CCCCATCCGC
AGCGGCGGCC
CGGCGGCCCG
CCGCTTCCTC
GAAGGTCGTC
GCCCGCCGCG
GGAGGTCACC
CCGTGAAGGC
GGGTCTGACG
GGAGCCCGCG
CTAG

GCCTGGCCCC
TGGGAGGGCA
CATCTGCGGG
GACGAACGCG
ACCGACGGCA
CTCGACGGAC
GCGTTCCTGC
CTCCCCTCGG
GGCTCCGCGC
CTGCTCAACT
CTCACCGGCT
CTGCGGCTCC
GAGCTGGAAC
GCCGGGACTC
CTGGCCACCT
TATGTACTGC
CCCCCGCCGG
GCGCAGCAGG
GTCTCCTCCG
GTCCTGCCCC
GACGACCACT
CTCGCCCTGG
CGCAGTCTGC
CGCGCGGCGG
GACGGCGCCT
GTCACCGGTC
GCGGTCCTGG
ACCCTGCTCT
TGCGCGGGCC
GAACCTCAGC
CTCGACCCGG
AGCCGCATGC
GCCGGCGCGG
TCCGATGACA

ACACCCCCGG
GCTACGGCAT
TCCGCGACTC
CCATCCTCCA
CCGGCGCGGA
TCCTCCAGCG
TGCTCGCCAC
CGCGCCAGCG
GGATGCCCGC
CCACCGGGAT
CGCTGGGGGT
AGTTCGCCGC
GGCTGCGGCG
TCGACCGGGA
GGTGTGCCGT
ACGAGGACGA
ACCCGGTGCT
CGGCCCTGCT
GCATCGACAC
TGGTCGCCCG
TCCGTCAGGA
ACAACGCCCG
TCCCGCCGGA
GCGAGGGCAA
ACGGCTTCGC
TGGCCCGGCA
AGCGGCTGAA
ATGGCGAGCT
ATCCCCTGCC
CGCTGCTGGG
GCGATGTCCT
TGGGCGACGA
TCGCCGCGCG
TGGCCATCCT

CACCGGTACC
CCGCGGCACC
CCAGGGCGAG
GACCCCGCAG
CCCCTTCGAA
GACCGTCGAA
CGACGACGAG
GTTCGCCCGC
CGTCCACGAC
GCGCTCCGTC
CGCCGCCGAG
CGACCGTATC
CGGCTCGCTC
CCAGACACTC
CTACACCATC
GGAACGCATC
GACCCCCGGG
CACCTCCCGG
CACGCTCGCG
CAACCGCGTC
GATCCTGGAG
CCTGTACTCG
GTTGCCCGAG
CGAGGTCGGC
CATCGGCGAT
CGCCCTGCGG
CGCGGCGATC
GTGGCCCCAG
GCTCCGGCTG
TGTCATGGAC
GCTGTGCGTC
GGGCCTCGCC
GGTCCTCAGA
CGCCATGCGT

Tm 66°C

GGCATCGCGG
GACGGCCGGG
CCGTCCACGG
CGCGGCCCCG
GTCTTCATCG
CGCGCCCGCG
ACCGAACTGG
GTCCCGGTCG
GACCTCGCCT
GTCACCGTCC
TCCGCCGGAC
GCCCTCGCCG
TCCTTCCTCG
GCGCTGATGG
GCCGACCAGT
GACGGGCTGA
GCCCGGGTCT
CGCGAACTGG
ACCGCCGCGG
ATCGGGATGC
CTGGCCGAGG
GAGCGCGTGG
GTCCCGGGTG
GGCGACTTCT
GTCTGTGGTA
CTGCTGGCCC
CTCGACGAGG
GAGAACGGCG
CACCGCGACG
GAACTGGAGC
ACCGACGGGG
GAAGTCCTCG
GCGGTCGAGC
GTCCCGGGTC

En la secuencia anterior se muestran las regiones empleadas para el disefio de los cebadores

sclCF (rojo) y scICR (azul) con la finalidad de amplificar un fragmento del gen sclC (gris). En el

sitio de corte Nrul (amarillo) se inserto el gen de resistencia a apramicina, aac(3)I1V
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Para la amplificacion de cada uno de los genes se variaron las temperaturas de hibridacién en un
rango de 62 — 68 °C, obteniéndose un producto de aproximadamente 2000 pb para scIB y 2054 pb
para sclC. La temperatura 6ptima de hibridacion fue 67.8 °C para ambos genes; en esta
temperatura se amplifico una banda bien definida, sin productos inespecificos, tal como se
muestra en la fig. 22.
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Fig. 22. Productos de amplificacion por PCR del gen scIB (A) y scIC (B), con un tamafio
aproximado de 2000 pb y 2054 pb, respectivamente.

Para comprobar que los genes amplificados correspondieran a scIB y sclC, los productos de PCR
obtenidos fueron purificados y secuenciados (Laboratorio Divisional de Biologia Molecular,
UAM- Iztapalapa) obteniéndose el 99% de identidad para ambos con respecto a la secuencia

teorica.

7.2.4. Ligacion del gen scIB y sclC en el plasmido pJET.

Los fragmentos obtenidos por PCR fueron clonados en el plasmido pJET: para el gen scIB se
obtuvo un plasmido de 4992 pb, mientras que para el gen sclC uno de 5046 pb (Fig. 23). Una vez

realizada la ligacion y después de obtener colonias transformantes, se seleccionaron al azar 18
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diferentes colonias resistentes a ampicilina, a las cuales se les realiz6 la extraccion de plasmido
por minipreparaciones. Al no mostrar diferencias en el patron de bandas del plasmido sin digerir,
el ADN de una de las minipreparaciones se linealiz6 con una enzima de restriccion de corte Unico
(BamHI) para corroborar que la construccion contenia el inserto de interés y el tamafio

correspondiente.

JETB P JETC 2
A

10, 000
10, 000 8,000
8,000 6,000
6,000 5046 pb > 5,000

4992 pb > 5,000 4,000

4,000 3,000
3,000 2,500
2,500 2,000
2,000

1,500
1,500

1,000
1,000

750
750

500
500

250
250

Bglll
st NoHBQIH pstl NotI 9% xhor

1 1
Eco47/R Eco47/R

pJETB pJETC

4992bp

5046bp

B
Nael ep (DM 1) Nrul

Eco47/R
\_d

Eco47/R
\_,

HindIIT

Hindlll - \ Xbal HindIII Clal Xbal
Bglr

Bglll

Fig. 23. A) Digestion de los plasmidos pJETB y pJETC con la endonucleasa BamHI. B) Mapas
de restriccion de los plasmidos pJETB y pJETC, obtenidos de la ligacion de los genes

amplificados por PCR y el vector comercial pJET.1.2/blunt (Fermentas).
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7.2.5. Obtencidn del gen aac(3)I1V por PCR.

Para la obtencidn del gen aac(3)IV con su propio promotor, se realizé la amplificacion por PCR a

partir del plasmido pQM5062, en el cual se encuentra el transposon 5062. Los cebadores

disefiados amplifican un fragmento de 1049 pb correspondiente a este gen y se pueden observar

en la secuencia siguiente:

Primers utilizados para amplificar el gen aac(3)IV.

F-APRA

5 GCT CAC GGT AACTGATGCCG 3

R- APRA

5 CACIGICHTCICCEICACIGAANE 3° Tm: 56° C

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

GCTCACGGTA
GCTGAAAATG
AAGTTTATCA
TCATCAGCGG
CAGCTTCTCA
AGCGTCCGGC
GGTCCGGGAG
CCTGCCACGT
CCAAATGTAA
CAGATCATCT
GTCCATGAAC
CTGCATCTTG
CTTCAGGATG
TTTGCCTTGG
CATGCCTTTG
GGCCGAGATC
CGCTCGCCAG
GGTCGCGCT]

ACTGATGCCG
CCGGCCTTTG
CCACCGACTA
TGGAGTGCAA
ACCTTGGGGT
CCCTCGAAGA
GGACGCTCGT
CGCCCGTTAC
AGCGCAGCGC
CTGATCCATT
TCGATGGGCA
CCGAGTTGAT
GCAAGTTGGT
CGGACAGGTG
CTCGGTTGAT
CGTTGATCTT
TCGATTGGCT

TATTTGCAGT
AATGGGTTCA
TTTGCAACAG
TGTCGTGCAA
TACCCCCGGC
TGGGCCACTT
CATGCCCTCG
ACCGGACCTT
CCATCCATTT
GCCCCTGCCA
GGTACTTCTC
GGCAAAGGTT
ACGCGTCGAT
GCTCAAGGAG
CCGCTCCCGC
CCTGCATCCG
GAGCTCATGA

Tm:56° C

ACCAGCGTAC
TGTGCAGCTC
TGCCGTTGAT
TACGAATGGC
GGTGTGCTGC
GGACTGATCG
TGGTCAGGTC
GGAGTTGTCT
GCCTTTGCGG
CCTCACTCGC
CTCGGCGTGG
CCCTATGGGG
TATCTCGAGA
AAGAGCCTTC
GACATTGTGG
CCAGAGGGCG
GCGGAGAACG

GGCCCACAGA
CATCAGCAAA
CGTGCTATGA
GAAAAGCCGA
TGGTCCACAG
AGGCCCTGCG
TGGACGACGA
CTGACACATT
CAGCGGGGCC
CTGCAAGCCC
GACACGATGC
TGCCGAGACA
ATGACCACTG
AGAAGGAAGG
CGACAGCCCT
GGATGCGAAG
AGATGACGTT

ATGATGTCAC
AGGGGATGAT
TCGACTGATG
GCTCATCGGT
CTCCTTCCGT
TGCTGCGCTG
GCCGTTCGAT
CTGGCGCCTG
ACAGGCAGAG
GGTCGCCCGT
CAACACGACG
CTGCACCATT
CTGTGAGCGC
TCCAGTCGGT
GGGTCAACTG
AATGCGATGC
GGAGGGGCAA

La temperatura de hibridacion en la cual se observo una mejor amplificacion del gen aac(3)1V fue
a 65.7 °C, dicho gen fue clonado en los plasmidos pJETB y pJETC (Fig. 24)
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Fig. 24. Amplificacion por PCR del gen aac(3)1V a diferentes temperaturas de hibridacion.

7.2.6. Clonacion del gen aac(3) 1V en los plasmidos pJETB y pJETC

Los genes scIB y sclC contenidos en los plasmidos pJETB y pJETC, respectivamente, fueron
digeridos con las enzimas de corte Unico Nael para scIB y Nrul para sclC, estos cortes se
encuentran aproximadamente a la mitad de cada gen; en este sitio se insert6 el gen de resistencia
a apramicina, aac(3)1V, previamente amplificado por PCR, ademas de servir para la interrupcion,
este gen también fue empleado para la seleccién de mutantes. Para favorecer la insercion de este

y evitar la religacion del plasmido fue necesario tratar los vectores con fosfatasa alcalina.

La ligacion se realizo de acuerdo a las condiciones del fabricante y se obtuvieron varias colonias
resistentes al antibidtico, a las cuales se les realizd extraccion de ADN plasmidico por
minipreparaciones (Fig. 25). Los plasmidos obtenidos, que contienen el gen scIB y sclC

interrumpido por el gen aac(3)IV se, nombraron respectivamente pJETBA y pJETCA..
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Fig. 25. Extraccion de ADN plasmidico por minipreparaciones de transformantes (ligacion del

plasmido pJETC y el gen aac(3)IV). El plasmido proveniente de la colonia del carril 2 posee un

tamafio mayor comparado con los de las otras colonias. (M) Marcador de peso molecular 1 kb
DNA Ladder (Promega).

A los plasmidos obtenidos se les realizd un analisis de restriccion para comprobar su tamafio,
corroborando la presencia del inserto de interés. El plasmido pJETBA fue digerido con la enzima
BamHI, dando una banda Unica de aproximadamente 6046 pb (Fig. 26 A-B) y el plasmido
pJETCA, digerido con la misma enzima, origin6 una banda de aproximadamente 6113 pb (Fig.
27, A-B).

pb

10,000
8,000
6,000
5,000
4,000
3,000
2,500

rep (pMB1) 1 2,000

6046 bp 1,500

< 6046 pb

& 2974 pb

1,000

750

500

Fig. 26. A) Mapa de restriccion del plasmido pJETBA. B) Digestion con BamHI del plasmido (1)
pJET, (2) pJETBA y (M) Marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Promega).
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Bgll
Xhol

BamHI
pb ™M 3 5

10,000

B N 6113 pb

Dral
Dral

rep (pMB1)

6113bp

Ncol Hindlll
Pvull Xbal

Fig. 27. (A) Analisis de restriccion del plasmido (3) pJETCA con la enzima BamHI;(M)
Marcador de peso molecularlkb DNA Ladder (Promega). (B) Mapa de restriccion del mismo

plasmido.

7.2.7. Construccion de los vectores de interrupcion pMEBA y pMECA.

Los plasmidos pJETBA y pJETCA fueron digeridos con las enzimas BamHI e Hindlll, con la
finalidad de liberar el gen interrumpido del resto del plasmido. Los fragmentos obtenidos fueron
purificados y utilizados para la clonacion en el plasmido pME6, previamente digerido con las
mismas enzimas. Los plasmidos obtenidos, pMEBA y pMECA, de tamafio 6095 pb y 7034 pb,
respectivamente (Fig. 28), fueron purificados de la cepa de E. coli IBEC-58 y empleados para
transformar S. clavuligerus por la técnica de integracion en protoplastos. El proposito de esta
Gltima clonacién es que el plasmido construido no posea un origen de replicacion para
Streptomyces, por lo cual la permanencia de este debe darse Unicamente por su insercién en el

genoma.
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Fig. 28. A) Mapa de restriccion del plasmido pMEBA y su digestion con la enzima Hindlll y B)
Mapa de restriccion del plasmido pMECA y su digestion con las enzimas BamHI y Hindlll en los

carriles 1-3, carril 4 plasmido pMEG6 digerido con las mismas enzimas.
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7.3. Transformacion y seleccion de mutantes.

7.3.1. Formacion de protoplastos y transformacion en S. clavuligerus.

La insercion de los plasmidos pMEBA y pMECA en S. clavuligerus se llevé a cabo por medio de
transformacion por protoplastos, los cuales fueron formados después de la incubacion de micelio
con lisozima (Fig. 29). Una de las consideraciones que se debe tener al introducir ADN a
Streptomyces es que muchas de estas especies poseen sistemas de restriccion altamente activos,
es asi que el ADN preparado en un huésped diferente a donde se va a introducir, es reconocido
como extrafio por la cepa receptora y destruido por enzimas de restriccién enddgenas, para lo
cual es necesario la preparacion del ADN de la cepa donante y posteriormente transformarlo en la
cepa receptora; por ejemplo, el ADN preparado en E. coli es altamente atacado por
endonucleasas enddgenas de Streptomyces, sin embargo, el problema puede ser resuelto
utilizando una cepa de E. coli modificada, deficiente de los sistemas de metilacion dam y dcm
(Herron y col., 2006); debido a ello los plasmidos pMEBA y pMECA fueron amplificados en la
cepa de E. coli IBEC-58, la cual ha sido modificada y presenta mutaciones en los sistemas de
metilacion dam, dcm, y hsd, lo que permite la estabilidad del ADN exd6geno en el interior de S.

clavuligerus, esencial para que se lleve a cabo la recombinacion homologa.

>, ~ =g -~ s . -

Fig. 29. (1) Micelio de S. clavuligerus y (2) protoplastos formados después de 15 min de
incubacidn con lisozima (fotografia tomada de un microscopio de contraste de fases).
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Para la transformacion se adicionaron 10 pL de protoplastos por cada microgramo de ADN
previamente amplificado y purificado de células de E. coli IBEC-58. Se observaron las
transformantes a los 10 dias de incubacion y las colonias obtenidas fueron resembradas en medio
MY G con apramicina. Se realiz6 una réplica de la placa en medio con kanamicina para descartar
las colonias que presentaron recombinacion simple. Las colonias resistentes a este ultimo
antibiotico indican recombinacidn simple, es decir que todo el plasmido se insertd en el genoma,
por lo cual estas mutantes fueron descartadas debido a que el efecto que se observado podria
deberse al plasmido mas no a la interrupcidn. Para los posteriores objetivos se emplearon solo las
colonias sensibles a kanamicina y resistentes a apramicina, que indican que se llevé a cabo el
reemplazamiento del gen en cuestion (Fig. 13). Las mutantes fueron resembradas hasta la quinta
generacion antes de realizar la fermentacion correspondiente con el objetivo de asegurar la

permanecia de la mutacion (Jnawali y col., 2008).

7.3.2. Comprobacién de la interrupcion de los genes scIB y sclC.

La interrupcion de los genes fue comprobada por PCR de colonia de las mutantes obtenidas,
como se describe en la metodologia (seccion 6.12). Se amplificé el gen completo interrumpido,
con los cebadores scIB-F y scIB-R para el gen scIB y con los sclC-F y sclC-R para el gen sciC,
amplificandose en los dos casos fragmentos con un tamafio 1049 pb mayor que el gen sin
interrumpir, nucleotidos adicionales que corresponden al gen de resistencia a apramicina (Fig. 30,
I 'y I). Asimismo, se realiz6 otro PCR con el objetivo de amplificar la primera mitad del gen
interrumpido y el marcador de resistencia apramicina; para ello se emplearon los primers forward
(scIC-F y scIB-F) y el primer reverse del gen aac3(lV), obteniéndose un fragmento de

aproximadamente 2000 pb en ambos casos, como se observa en la figura 31.

75



Resultados y andlisis de resultados.
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Fig. 30. Comprobacion de la interrupcion por PCR del gen scIB (1) y scIC (11). Las mutantes

AsclB (MB2) y AsclC (MC1-MCB8) presentan un tamafio 1049 pb mayor en comparacion con la

cepa silvestre (S), confirmando la presencia del gen de resistencia a apramicina.
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Fig. 31. Comprobacidn de la interrupcién por PCR del gen scIB (1) y sclC (1), la amplificacién

se realiz6 con el primer reverse del gen de resistencia a apramicinay el primer forward de los

genes scIB y sclC, respectivamente.
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7.4. Evaluacion del efecto en la morfologia y produccién de AC en S.
clavuligerus y mutantes AdsciB y AsclC.
7.4.1. Morfologia de las mutantes AscIB y AsclC.

Las mutantes obtenidas tanto para el gen scIB y sclC, aun sin estrés osmotico, presentaron
morfologia colonial calva o bald, fenotipos facilmente detectables en los que no se observa la
formacién de micelio aéreo. En la figura 33, se muestra la comparacion de las mutantes obtenidas
para cada gen con la cepa silvestre, en medio ME sin estrés osmético. Para observar el efecto del
estrés osmatico en la morfologia se adicioné al medio ME una concentacion 250 mM de KCI. Sin
embargo, las mutantes de ambos genes son incapaces de crecer bajo estas condiciones, por lo cual

no fue posible determinar el efecto en la produccion de AC bajo estrés osmatico.

Fig. 33. Mutantes de S. clavuligerus AsclB (I-1V) y AsclC (MC4), las cuales carecen de micelio
aéreo, en comparacion con la cepa silvestre (S), incubadas en medio ME.

En S. coelicolor se ha visto que generalmente estas mutantes pierden o se afecta su capacidad de
produccion de antibioticos (Rokem y col., 2007), tal como ocurre en este trabajo. Se ha
encontrado que muchas de las mutantes bld reportadas previamente poseen propiedades
multifuncionales (pleiotropicas), debido a que la mutacion afecta a multiples vias, por ejemplo

alterando la produccion y/o cambios en la morfologia (Rokem, 2007). Muchos de los genes bld
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conocidos codifican para factores reguladores, teniendo un efecto pleiotropico tanto en la

diferenciacion morfoldgica como en la fisioldgica (San Paolo, 2007).

7.4.2. Evaluacion de la produccion de &cido clavulanico en S. clavuligerus y mutantes
AsclB Yy AsclC

Una vez realizadas las construcciones con los genes interrumpidos, el siguiente paso, fue evaluar
la produccién de AC en las cepas transformadas Asc/B y AscIC. Los parametros analizados en

cada una de las fermentaciones fueron crecimiento y produccion de AC.

En cuanto a los efectos de la interrupcion del gen scIB, se observd una disminucion del
crecimiento de tres veces en comparacion con la cepa tipo (ATCC 27064) a las 24 hrs de cultivo
(tiempo en el cual se presenta el pico maximo). Asimismo, la méxima produccion volumétrica de
AC en ambas cepas se observo a las 48 horas de cultivo, sin embargo, la mutante Asc/B produjo
aproximadamente 10 veces menos que la cepa silvestre, siendo sus valores maximos de
produccion 5.56 y 54.06 pg/mL, respectivamente. Dado estos valores, la relacion entre la
produccion y el crecimiento (produccion especifica) fue de 1.45 pug de AC/mg de biomasa de S.
clavuligerus 4sclB y 5.11 pg de AC/mg de biomasa de S. clavuligerus ATCC 27064. Estos

resultados se ejemplifican en las siguientes graficas.
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Fig. 34. 1) Cinética de crecimiento, Il) produccion volumétrica y I11) produccién especifica de

AC de B S. clavuligerus AsclB (MB2) y ® S. clavuligerus ATCC 27064,

en medio de produccion A.

Al igual que el efecto observado en 4sc/B, las mutantes Asc/C presentaron una deficiencia en el
crecimiento y disminuyeron la produccién de AC. Sin embargo, a diferencia del caso anterior, la
disminucion en la produccion de AC no fue tan dréastica, teniendo un méaximo de 12.05 pg de
AC/mL a las 72 hrs, mientras que en la cepa tipo se obtuvieron 56.23 ug de AC/mL. La
produccion especifica de la mutante AscIC fue de 4.3 pg de AC/mg de biomasa y la produccion

méaxima se desplazd 24 hrs en comparacion con la cepa silvestre.

79



Resultados y andlisis de resultados.

Se realizo la cuantificacion de la biomasa y produccion de AC de la cepa transformada AsciC,
mostrando, al igual que en el caso de la mutacion Asc/B, una disminucién de la produccion y del
crecimiento en comparacion con la cepa silvestre. Esta disminucion, sin embargo, no fue tan

dramatica como en el caso de la mutacion AsclB; asimismo, la produccion se desplaz6 24 horas.
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Fig. 35. 1) Cinética de crecimiento, I1) produccién volumétricay 111) produccion especifica de
AC en A S. clavuligerus AsclC (MC4) y ® S. clavuligerus ATCC 27064, en medio de produccion

A, durante 120 horas de incubacion a 28°C
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Tomando en consideracion que la produccion de metabolitos secundarios es un proceso complejo
que involucra mdaltiples niveles de regulacion (desde los niveles mas bajos que incluyen
interaccion entre pequefias moléculas, proteinas reguladoras y promotores hasta los niveles méas
altos, que incluyen genes que ejercen un control pleiotrdpico sobre aspectos del metabolismo
secundario, como es la produccion de antibidticos y la diferenciacion morfoldgica) (Anton y col.,
2007). Puede suponerse que los genes scIB y sclC actian como reguladores en el metabolismo
global de S. clavuligerus, debido a que su ausencia produce cambios tanto en el crecimiento,
diferenciacion y produccion de AC. Esta misma funcidén se comprueba con la funcion predicha

por su secuencia aminoacidica.

En los trabajos realizados previamente por Bishop (2004) y por Fernandez y col. (2009), en los
cuales se analizd la posible funcion de los genes osaB y osaC, respectivamente, en S. coelicolor,
se determinG que estos genes estan involucrados en la respuesta al estrés osmotico y en la
osmoadaptacion (figura 8). A diferencia de lo observado en la mutante 4osaB de S. coelicolor, la
mutante Asc/B de S. clavuligerus fue incapaz de crecer bajo condiciones de estrés osmético (al
igual que 4scIC), indicando que estos genes son esenciales en condiciones de estrés osmotico.
Sin embargo, el efecto es mucho mas evidente para este microorganismo, ya que incluso en
condiciones normales de osmolaridad se observan cambios en el crecimiento, maduracion y
produccion de AC, por lo cual seria de gran importancia determinar los genes que estan bajo su

regulacion.
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8. CONCLUSIONES.

El efecto de la interrupcion de los genes scIB y sclC con el gen de resistencia a apramicina
aac(3)1V, produjo mutantes bld, las cuales mostraron una deficiencia en el desarrollo de
hifas aéreas, asi como una disminucion en la produccion de AC. Esto indica que estos

genes acttan como reguladores pleiotropicos del metabolismo de S. clavuligerus.

La composicién aminoacidicas de las proteinas ScIB y SclC sugiere que poseen una

funcion reguladora, la cual fue confirmada con el efecto de su interrupcion.
Se comprobd que los genes scIB y sclC son de gran importancia en la produccion de AC,

ya que su ausencia produce una disminucion considerable del antibiético en comparacion

con la cepa silvestre.
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9. PERSPECTIVAS.

e Dado que al interrumpir los genes scIB y sclC se observa un decremento en la produccion
de AC, se tendria que analizar qué sucede cuando se aumenta el nimero de copias de

estos genes.

e S. clavuligerus produce una gran variedad de metabolitos secundarios, los cuales estan
regulados cada uno por diferentes mecanismos. Seria de gran importancia cuantificar los
otros metabolitos producidos, con la finalidad de determinar si de igual manera son

afectados por las mutaciones.

e Tomando en consideracion que los genes scIB y sclC son reguladores globales en el
metabolismo de S. clavuligerus, la busqueda y el anélisis de la expresion de los genes que

estan bajo su regulacion podria dar informacion valiosa.
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10. ANEXO.
Curva patron para la cuantificacién de acido clavulanico.
Absorbencia a 312
nm
Concentracion Diferencia

(ug/mL) Tubo A Tubo B (A-B)

0 0.415 0 0.415

0 0.406 0 0.406

10 0.565 0 0.565

10 0.593 0.013 0.58

20 0.72 0.016 0.704

20 0.763 0.011 0.752

30 0.932 0.017 0.915

30 0.924 0.059 0.865

40 1.134 0.06 1.074

40 1.128 0.061 1.067

50 1.304 0.006 1.298

50 1.335 0.017 1.318

60 1.437 0.022 1.415

60 1.416 0.014 1.402

80 1.749 0.013 1.736

80 1.679 0.001 1.678

100 1.946 0 1.946

100 1.949 0.014 1.935

Los datos obtenidos fueron graficados y ajustados a un modelo lineal, obteniendo un coeficiente
de correlacion de 0.992, la ecuacion obtenida fue la siguiente:
[Acido clavulanico (ug/mL)] = (A absorbencia (12 nmy - 0.4325) / 0.0158

2.4 4
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1.2 4

0.9 A
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