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INTRODUCCION

IN.1 - Antibioticos, la gran revolucion de la medicina moderna

El descubrimiento y aplicacién de los antibidticos por el ser humano ha sido, sin lugar a dudas,
una de las mayores revoluciones médicas de la historia. Estos compuestos son capaces de matar
bacterias o inhibir su crecimiento, y pueden ser producidos de forma natural por algunos
organismos, o bien, mediante sintesis quimica. Su mecanismo de accién consiste en bloquear o
alterar procesos esenciales, como la sintesis de la pared celular, la traduccidn de proteinas o la

replicacion del DNA (Figura IN.1) (Kapoor et al., 2017).

La introduccidn de los antibiéticos en clinica ha cambiado drasticamente la medicina moderna
y ha ampliado notablemente la esperanza de vida humana. Su importancia va mas alla del
tratamiento de las enfermedades infecciosas, y es que su aplicacion profilactica es clave en
muchos procedimientos, como trasplantes de &érganos, cirugias o tratamientos de

enfermedades crénicas (Hutchings et al., 2019).

Replicacion DNA _ Sintesis Pared Celular
Transcripcion

Quinolonas
Nitroimidazoles

Glucopéptidos
Betalactamicos

* Penicilinas

* Cefalosporinas

* Monobactamicos

* Carbapenemes
*BLI: Inhibidores de
las Beta-lactamasas

Rifamicinas

Traduccion (508)

Anfenicoles
Lincosamidas
Macrélidos
Oxozolidinonas

Traduccion (30S)

Aminoglucdsidos
Tetraciclinas

Sintesis Ac. Félico Integridad Membrana

Sulfonamidas Lipopéptidos
Trimetoprima Polimixinas

Figura IN.1. Mecanismos de accion de los antibiéticos. Se indican los principales procesos celulares
bloqueados o alterados por accién de los antibidticos, asi como las familias de antibidticos que
presentan dicho mecanismo de accidn.



INTRODUCCION

La presencia de los antibidticos en la Tierra es mucho mas antigua que el ser humano. Estos
compuestos han sido utilizados desde tiempos inmemoriales por los microorganismos para
luchar contra sus competidores, aunque pueden tener funciones adicionales como moléculas
senalizadoras en la comunicacion intercelular (Abrudan et al., 2015; Romero et al., 2011). Sin
embargo, junto con la utilizacién de los antibidéticos como armas, se han desarrollado
mecanismos de resistencia, por un lado, como una respuesta evolutiva de las bacterias que
deben defenderse de los mismos, y por otro, como parte de los procesos de sintesis y liberacién
de estos compuestos de los organismos que los producen (Larsson & Flach, 2022). Los
mecanismos de resistencia pueden ser adquiridos por transferencia vertical u horizontal, y
actuan de distintas formas: inactivando el antibiético (por modificacion de su estructura o su
hidrolisis), impidiendo su acumulacion en la célula (reduciendo su entrada o promoviendo su
expulsién), alterando la diana sobre la que actla, o desarrollando procesos alternativos que no

requieran de dicha diana (Kapoor et al., 2017; Munita & Arias, 2016).

Aungque el desarrollo de mecanismos de resistencia es un proceso natural que ya tenia lugar
antes de la utilizacién de los antibidticos por el ser humano, la rapidez de aparicion y
propagacion de los mismos durante los ultimos afios, sobre todo en bacterias patdgenas, es
alarmante (CDC, 2019). Los antibiéticos producidos en el ambiente como parte de la ecologia
microbiana solo alcanzan concentraciones elevadas a nivel microscépico, en las inmediaciones
del organismo productor, por lo que la exposicion a los mismos es local y no ha contribuido a
este fendmeno (Larsson & Flach, 2022). El verdadero problema deriva del uso masivo de los
antibidticos por parte del ser humano a nivel clinico y veterinario, asi como de la liberacion de
altos niveles de estos compuestos al ambiente; esto ha dado lugar a una presidn selectiva sin
precedentes sobre las bacterias, que ha promovido la movilizacién de un gran nimero de genes
de resistencia y la seleccidon de eventos evolutivos que han originado nuevos mecanismos de

resistencia (Larsson & Flach, 2022; O’Neill, 2016).

IN.1.1 - Bacterias patogenas resistentes a los antibiéticos, una amenaza global

La emergencia y propagacion de bacterias patdgenas resistentes a los antibidticos es una de las
grandes amenazas para la salud publica, y por tanto, uno de los desafios prioritarios a los que
debe hacer frente la humanidad, tal y como han sefialado la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) y los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC y ECDC). La OMS ha
establecido las bacterias prioritarias para las que se requiere de forma urgente investigacion y

desarrollo de nuevos antibidticos (Tabla IN.1) (WHO, 2021a).
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Tabla IN.1. Patégenos prioritarios para el desarrollo de antibidticos. Se indican las bacterias patégenas
resistentes a antibidticos que han sido consideradas prioritarias por la OMS para la investigacién y
desarrollo de nuevos antibidticos (WHO, 2021a).

Prioridad | Bacteria patégena

Resistencias

Acinetobacter baumannii Carbapenémicos
Critica Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos
Enterobacteriaceae Carbapenémicos y Cefalosporinas de 32 gen.
Enterococcus faecium Vancomicina
Staphylococcus aureus Vancomicina y Meticilina
Alta Helicobacter pylori Claritromicina
Campylobacter sp. Fluoroquinolonas
Salmonella sp. Fluoroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae Fluoroquinolonas y Cefalosporinas de 32 gen.
Streptococcus pneumoniae Penicilinas
Media Haemophilus influenzae Ampicilina
Shigella sp. Fluoroquinolonas
Mencidon Mycobacterium tuberculosis Isoniazida, rifampicina y/o fluoroquinolonas
Especial Clostridioides difficile -

Los centros sanitarios son especialmente vulnerables a esta amenaza, ya que los pacientes
suelen presentar un sistema inmune debilitado (por otras patologias y/o la medicacién), y
ademas, existe un elevado uso de antibiéticos. Las infecciones por bacterias que presentan uno
0 mds mecanismos de resistencia ocasionan una mayor morbilidad y mortalidad, y suponen un
mayor coste econdmico para el sistema sanitario, ya que requieren estancias hospitalarias mas
prolongadas, una mayor atencién médica y el uso de tratamientos mas caros y potencialmente

mas toxicos (CDC, 2019).

Uno de los mayores obstaculos es determinar la magnitud y alcance reales de la amenaza que
supone la resistencia a los antibidticos, ya que los sistemas de vigilancia y monitorizacion
epidemioldgicos de los distintos paises son muy heterogéneos, y en algunos casos, casi
inexistentes (WHO, 2021b). Se ha estimado que en el afio 2019, aproximadamente 5 millones
de muertes estuvieron asociadas a bacterias resistentes a antibiéticos, de las cuales, 1,3 millones

fueron consecuencia directa de la infeccion (Murray et al., 2022).

La reciente pandemia causada por el virus SARS-CoV-2 ha empeorado aln mas la situacidn, ya
que ha incrementado sustancialmente los ingresos hospitalarios y el consumo de antibidticos.
Aproximadamente el 75% de los pacientes con COVID-19 recibieron tratamiento con
antibidticos, aunque la tasa de coinfeccién bacteriana era del 8% (Langford et al., 2021). Las
consecuencias ya se han puesto de manifiesto en los Ultimos estudios realizados, donde se han

observado tasas de resistencia a antibidticos extremadamente preocupantes (WHO, 2021b). Por
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ejemplo, en Europa, el 57% de los aislados de Acinetobacter durante el aio 2020 presentaban
resistencia combinada a tres grupos de antibidticos (fluoroquinolonas, aminoglucdsidos vy
carbapenémicos), en contraste con el afio anterior, que eran el 43% de los aislados (ECDC, 2020,

2022).

Para hacer frente a esta amenaza, la OMS ha elaborado un plan de accién global contra la
resistencia a antibidticos, en el que se han establecido cinco objetivos estratégicos para
mantener el mayor tiempo posible la prevencidn y tratamiento de las enfermedades infecciosas
con medicamentos efectivos y seguros, empleados de forma responsable, y accesibles para

quien los necesite (WHO, 2015):

Mejorar la concienciacion y comprension de la resistencia a los antimicrobianos.
Fortalecer la investigacion y los programas de vigilancia epidemioldgica.
Reducir la incidencia de infecciones a través de medidas de saneamiento y prevencién.

Optimizar el uso de antimicrobianos en salud humana y animal.

v k w N RE

Garantizar una inversion sostenible en la lucha contra los antimicrobianos.

IN.1.2 - Desarrollo de nuevos antibioticos, una carrera a contrarreloj

Existen dos aproximaciones para hacer frente a la resistencia a los antibidticos. Por un lado, se
puede intentar frenar la aparicion y propagacion de las bacterias patdgenas resistentes,
mediante medidas de prevencidn de infecciones, saneamiento, optimizacién del uso de
antibidticos y concienciacién social. Por otro lado, se deben desarrollar nuevos antibidticos y
otros tratamientos alternativos, como la terapia de fagos o agentes inmunomoduladores, para

poder combatir las enfermedades infecciosas (O’Neill, 2016).

A mediados del siglo XX tuvo lugar la Edad Dorada de los antibidticos, que comenzd con la
comercializacién de la penicilina; esta época se caracterizé por el descubrimiento de la mayoria
de los tipos de antibidticos que actualmente utiliza el ser humano (Coates et al., 2011; Hutchings
etal., 2019). Desde entonces, el desarrollo de nuevos antibiéticos se ha estancado, en gran parte
por razones econdmicas, ya que no es rentable para las empresas farmacéuticas (Baltz, 2006;
Coates et al., 2011); en los ultimos 5 afios, solo se han aprobado 12 antibiéticos, la mayoria de
los cuales presentan un limitado beneficio clinico sobre los tratamientos existentes (WHO,
2021a). Otro problema afadido es la rapida apariciéon de bacterias patdgenas resistentes a un

antibidtico a los pocos afios del inicio de su comercializacién (Tabla IN.2) (CDC, 2019).
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Tabla IN.2. ldentificacion de patégenos con resistencias a lo largo del tiempo. Se indica la fecha de
comercializaciéon de distintos antibidticos junto con la fecha en la que se identificé el primer patégeno
resistente a dicho antibidtico (CDC, 2019).

Antibidtico Comercializado i Patogeno resistente identificado

Penicilina 1941 Staphylococcus aureus 1942
Vancomicina 1958 Enterococcus faecium 1988
Meticilina 1960 Staphylococcus aureus 1960
Cefalosporinas de amplio espectro 1980 Escherichia coli 1983
Azitromicina 1980 Neisseria gonorrhoeae 2011
Imipenem 1985 Klebsiella pneumoniae 1996
Ciprofloxacina 1987 Neisseria gonorrhoeae 2007
Daptomicina 2003 fiap h}{loco.ccus aureu's. ) 2004

ambién resistente a meticilina.
Ceftazidima/avibactam 2015 Klebsiella pneumoniae 2015

Actualmente, hay 45 antibiéticos en ensayos clinicos, asi como 32 tratamientos alternativos, lo
cual, es insuficiente para abordar adecuadamente la amenaza que representa la resistencia a
los antimicrobianos. Ademads, existen claros problemas de innovacién, asi como limitaciones
importantes de cara al tratamiento de patdgenos clave como bacterias multirresistentes (WHO,

2021a).

El descubrimiento y desarrollo de antibidticos innovadores, efectivos y seguros, es prioritario
para hacer frente a la resistencia a los antibidticos, la pandemia silenciosa que pone en peligro

la medicina moderna tal y como la conocemos.
IN.2 - El género Streptomyces

IN.2.1 - Streptomyces, una fuente inagotable de antibidticos

Los antibidticos son sintetizados por una gran diversidad de organismos, pero sin duda, el género
estrella es Streptomyces. Mas de la mitad de los antibidticos de origen natural empleados en
clinica son producidos por bacterias pertenecientes a este género, ademas de otros tipos de
compuestos de interés como antitumorales o inmunosupresores (Tabla IN.3) (Ait Barka et al.,

2016).

Tabla IN.3. Ejemplos de moléculas bioactivas de interés médico producidas por Streptomyces.

Compuesto Origen (Streptomyces) Referencia

Cloranfenicol S. venezuelae (Malik, 1983)

Actinomicina S. anulatus (Waksman & Woodruff, 1940)
Antibidtico Anfomicina S. canus (Heinemann et al., 1953)

Cicloserina S. orchidaceus (Mulinos, 1955)

Daptomicina S. roseosporus (Mchenney et al., 1998)
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Tipo Compuesto ‘ Origen (Streptomyces) Referencia
Higromicina S. hygroscopicus (Pittenger et al., 1953)
Kanamicina S. kanamyceticus (Umezawa et al., 1957)
Leucomicina S. kitasatooensis (Hata et al., 1953)
Lincomicina S. lincolnensis (Mason & Lewis, 1964)
o Neomicina S. fradiae (Dulmage, 1953)
Antibictico Novobiocina S. niveus (Kominek, 1972)
Oxitetraciclina S. rimosus (Rhodes, 1984)
Rifamicina S. mediterranei (Margalith & Beretta, 1960)
Estreptomicina S. griseus (Schatz & Waksman, 1944)
Tetraciclina S. aureofaciens (Darken et al., 1960)
Cicloheximida S. griseus (Kominek, 1975)
Higromicina S. hygroscopicus (Gonzalez et al., 1978)
Anfotericina S. nodosus (Linke et al., 1974)
Antifungico Candicidina S. griseus (Acker & Lechevalier, 1954)
Natamicina S. natalensis (Stark, 2003)
Polioxina B S. cacaoi (Isono et al., 1965)
Validamicina S. hygroscopicus (lwasa et al., 1970)
Antiparasitario Avermectina S. avermitilis (Burg et al., 1979)
Inmunosupresor Rapamicina S. hygroscopicus (Chen et al., 1999)
Inmunoestimulante | Bestatina S. olivoreticuli (Blomgren et al., 1980)
. Doxorrubicina S. peucetius (Arcamone et al., 1969)
Antitumoral — -
Daunorrubicina | S. peucetius (Arcamone et al., 1968)

La produccidon de antibidticos esta determinada por grandes clisteres génicos biosintéticos
(BGC), que incluyen las enzimas requeridas para su sintesis, asi como transportadores,
reguladores y cualquier otro elemento necesario (por ejemplo, mecanismos de resistencia
contra dicho antibidtico). La expresién de los BGC estd controlada principalmente por
reguladores especificos incluidos en el propio cluster, denominados CSR, que actian como
nodos capaces de integrar multiples cascadas de regulacidn globales que monitorizan el estado
fisioldgico del organismo y las condiciones ambientales (Liu et al., 2013; van Wezel & McDowall,

2011).

Las diferentes especies de Streptomyces suelen ser capaces de producir una o mas moléculas
con actividad antibidtica en condiciones de laboratorio. Sin embargo, tras los avances en
secuenciacién, se ha observado que los genomas de estos organismos contienen multitud de
BGC cripticos que permanecen silentes, por lo que su verdadero potencial como productores de
compuestos de interés biotecnoldgico es mucho mayor que el estimado inicialmente (Nett et

al., 2009; Rutledge & Challis, 2015).

Aunque una de las estrategias para el descubrimiento y desarrollo de nuevos antibidticos
consiste en la busqueda de nuevos organismos productores (Santos-Aberturas & Vior, 2022), las

especies ya descritas aun siguen teniendo mucho que ofrecer. Se han propuesto diversas
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estrategias para la activacién de BGC silentes en el propio organismo en el que estan presentes,
como la modificacién de las condiciones de cultivo, la adicion de compuestos que activen
respuestas de estrés o el cocultivo con otros organismos (Antoraz et al., 2015). Sin embargo, la
aproximacién que mejores resultados estan ofreciendo es la “mineria genémica”, seguida de la
manipulacion de los BGC y su expresion heterdloga en cepas hospedadoras optimizadas (Kang
& Kim, 2021; Myronovskyi & Luzhetskyy, 2019; van Bergeijk et al., 2020; Xia et al., 2020; Zerikly
& Challis, 2009), ya que permite mejorar la produccién de BGC conocidos con baja expresion en
la cepa de origen (Jiang et al., 2018; Kepplinger et al., 2018), asi como caracterizar BGC cripticos,
derivados incluso de metagenomas (Bonet et al., 2015; Hover et al., 2018; Inahashi et al., 2018;

Igbal et al., 2016; Liu, Wang, et al., 2019; Qian et al., 2020; Yang et al., 2015).

IN.2.2 - Caracteristicas generales de los estreptomicetos

A nivel taxondmico, el género Streptomyces se encuadra en el reino Bacteria, filo Actinobacteria,
orden Streptomycetales, familia Streptomycetaceae (Ludwig et al., 2015; Nouioui et al., 2018).
Como principales caracteristicas podemos destacar que son bacterias multicelulares
filamentosas, Gram-Positivas, aerobias facultativas, meséfilas, neutréfilas y quimiorganétrofas,
con un metabolismo oxidativo (Kampfer, 2015). Estas bacterias desarrollan un micelio
vegetativo, generalmente sin fragmentar, y un micelio aéreo, que forma cadenas de esporas
reproductivas sin motilidad (Kampfer, 2015); las estructuras que pueden formar estas esporas
en las distintas especies son variadas: cadenas, espirales y verticilos (Pridham et al., 1958). A
nivel morfoldgico, las colonias que forman estas bacterias generalmente presentan una
superficie suave en las etapas iniciales de crecimiento, aunque luego adquieren una apariencia
escamosa, granular o aterciopelada, debido al desarrollo del micelio aéreo y al proceso de
esporulacion; ademas los estreptomicetos pueden producir diversos pigmentos, por lo que sus

colonias presentan una gran variedad de colores (Kampfer, 2015).

Las bacterias del género Streptomyces despiertan un gran interés, y han sido extensamente
estudiadas por varias razones: presentan una distribucidn filogenética muy amplia, juegan un
papel esencial en el ecosistema del suelo como organismos saprofitos, ya que son capaces de
producir una enorme bateria de enzimas hidroliticas extracelulares para el reciclaje de
nutrientes (con aplicacion a nivel industrial) y, como ya se ha mencionado anteriormente, son
capaces de producir una miriada de compuestos de interés biomédico, como antibiéticos o

antitumorales entre otros (Ait Barka et al., 2016).
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El principal habitat de los estreptomicetos es el suelo (Kampfer, 2015), un medio
extremadamente complejo y dindmico sujeto a una gran diversidad de factores bidticos y
abidticos, lo que explica la plasticidad gendmica, la diversidad metabdlica y la compleja red de
regulacién que han desarrollado estos microorganismos. Sin embargo, también se han podido
encontrar en otros nichos ecolégicos como ambientes marinos (Dalisay et al., 2013; Sabido et
al., 2020; Tenebro et al., 2021), o incluso formando parte de la microbiota de otros organismos

(Chevrette et al., 2019; Santamaria et al., 2020).

Se han descrito interacciones tanto beneficiosas como perjudiciales con otros organismos. Por
ejemplo, ciertos insectos utilizan estreptomicetos productores de antibidticos para proteger sus
recursos (Currie et al., 1999, 2003), mientras que algunos escarabajos xiléfagos establecen una
relacion de comensalismo con algunas de estas bacterias capaces de degradar sustratos
celulésicos (Hulcr et al., 2011; Vasanthakumar et al., 2008). En el caso de las plantas, se han
descrito tanto estreptomicetos que promueven su crecimiento y actlan como agentes de
control biolégico (Romano-Armada et al., 2020; Tran et al., 2021), como otros que actian como
fitopatdogenos (Wanner, 2006). Es importante destacar que, a pesar de que la mayoria de estas
bacterias no son perjudiciales para el ser humano, especies como Streptomyces somaliensis y

Streptomyces sudanensis pueden causar micetomas (Kirby et al., 2012; Quintana et al., 2008).

Dentro de este grupo de microorganismos, una de las principales especies modelo es
Streptomyces coelicolor (Figura IN.2), ya que fue una de las primeras que se caracterizo a nivel
morfoldgico y genético (Bentley et al., 2002; Hopwood, 1999). Ademas, produce dos antibidticos
coloreados, la undecilprodigiosina (RED) y la actinorrodina (ACT), que han sido utilizados como
herramientas en los estudios genéticos sobre biosintesis y regulacidon de la produccidn de
antibidticos (Hopwood, 1999). Precisamente es el color azul de la ACT el que da lugar a la
pigmentacion celeste tan caracteristica que presentan sus colonias, y que da nombre a esta

bacteria (coelicolor: del latin caelum, cielo; y color, color).

IN.2.3 - Ciclo vital de Streptomyces coelicolor

S. coelicolor, al igual que el resto de estreptomicetos, es una bacteria filamentosa que crece
formando hifas, y produce exosporas. Esta especie ha sido utilizada como modelo para el estudio

del crecimiento, desarrollo y diferenciacién de este grupo de microorganismos (Chater, 2016).

10
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Figura IN.2. Colonias de Streptomyces coelicolor. La barra blanca en la esquina superior izquierda de
cada fotografia representa 0,5 mm.

Ciclo vital en medio soélido

En medio sélido, el ciclo vital de S. coelicolor presenta varias etapas: germinacién, desarrollo del
micelio vegetativo, desarrollo del micelio aéreo y esporulacion (Figura IN.3). Un aspecto
destacable es que su crecimiento, al contrario que en la mayoria de bacterias, es independiente
del proceso de divisidon; aunque ésta si que resulta esencial para la esporulacién (McCormick,

2009).

La fase inicial del ciclo es el estado latente de espora. Ante determinados estimulos, como la
presencia de nutrientes que sustenten su crecimiento, se inicia el proceso de germinacion, que
consiste en la remodelacién de la pared celular, la reconstitucion del contenido celular y la
activacion del metabolismo (Bobek et al., 2017). Este proceso finaliza con la emergencia de uno

o dos tubos germinales a ambos extremos de la espora.

La siguiente fase del ciclo es el desarrollo del micelio vegetativo (Figura IN.3), que muestra un
crecimiento apical y procesos de ramificacion monopodial (Flardh et al., 2012). Durante este
proceso, tiene lugar la formacién de septos vegetativos a lo largo de las hifas, con una frecuencia
variable y localizacién irregular; estos septos no suponen una separacion fisica total, y permiten
la conexion directa de compartimentos adyacentes. Estos compartimentos contienen multiples

copias no condensadas del genoma (Jakimowicz & van Wezel, 2012).

Durante esta fase se han descrito dos rondas de muerte celular programada (PCD). Tras la
germinacion, se desarrolla un micelio temprano compartimentalizado por septos membranosos.
Algunos segmentos de este micelio sufren la primera PCD, dando lugar al micelio vegetativo
propiamente dicho. Parte de este micelio sufre la segunda PCD cuando comienza la siguiente

fase del ciclo (Manteca et al., 2007; Yagle et al., 2014).

11
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Figura IN.3. Ciclo vital de Streptomyces coelicolor en medio sélido. Se muestra un esquema con las
distintas etapas del ciclo vital en medio sélido: germinacion de la espora, crecimiento vegetativo,
desarrollo del micelio aéreo y esporulacidn, que incluye septacion del micelio aéreo, segregacién
cromosOmica y maduracién de las esporas. Ademds, en la parte superior derecha se muestran
fotografias de una colonia de S.coelicolor en los diferentes estadios del desarrollo.
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El desarrollo del micelio aéreo (Figura IN.3) tiene lugar cuando las condiciones se vuelven
adversas, aprovechando los nutrientes liberados por la PCD que sufre parte del micelio
vegetativo (Manteca et al., 2007). Las hifas aéreas emergen del medio gracias a la presién de
turgencia generada en el proceso de crecimiento, y a la produccidn de proteinas hidrofdbicas
(chaplinas, rodlinas y el péptido SapB), que eliminan la tensién superficial de la interfase suelo-
aire y evitan la desecacién (Flardh & Buttner, 2009). Este micelio presenta un crecimiento apical
sin eventos de ramificacion ni septacién, dando lugar a un compartimento muy alargado
denominado célula esporogénica, donde tiene lugar una elevada replicacién del material
genético (Flardh & Buttner, 2009). Los genes requeridos para la formacién de las hifas aéreas
son denominados bld, debido al fenotipo “calvo” (bald) de sus mutantes, que carecen de micelio
aéreo (Figura IN.4) (Bush et al., 2015; Merrick, 1976). Es en esta etapa del ciclo celular cuando
se induce la produccidn de antibidticos. Se ha propuesto que el papel fisioldgico de este proceso
es proteger los nutrientes liberados durante la autolisis de partes del micelio vegetativo
requerida para el desarrollo del micelio aéreo, y que pueden atraer a microorganismos

competidores moviles presentes en el medio (Ait Barka et al., 2016; Rigali et al., 2008).
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Figura IN.4. Regulacion del desarrollo y la diferenciacion en Streptomyces. BldD-(c-di-GMP) actua
como regulador maestro, bloqueando los programas de desarrollo del micelio aéreo y la
esporulacién durante el crecimiento vegetativo. Los genes esenciales para el desarrollo del micelio
aéreo son denominados bld y controlan procesos como la produccidon de proteinas hidrofébicas
(chp,rdl y SapB) requeridas para la emergencia de las hifas aéreas o el establecimiento de los sitios de
divisidn (ssg). Los genes esenciales para el proceso de esporulacion son denominados whiy controlan
procesos como la formacion de los septos de esporulacidon (ftsZ) y la segregacién cromosémica
(smeA-sffA). Figura adaptada de (Bush et al., 2015).
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La fase final del ciclo es la esporulacién (Figura IN.3), un proceso complejo que requiere la
coordinacion de los programas de desarrollo y diferenciacion, de la condensacidn y segregacion
cromosoémicas, y del proceso de septacién (Flardh & Buttner, 2009). Durante esta etapa, en cada
célula esporogénica se forman, de manera sincrdnica y con una distribuciéon uniforme a lo largo
del compartimento, los septos de esporulacidn, que a diferencia de los septos vegetativos, si
suponen una separacion fisica completa, y son clave en la formacién y liberacién de las esporas
(Jakimowicz & van Wezel, 2012). Paralelamente a la septacion, tiene lugar la condensacion y
segregacion cromosémicas, de tal forma que en cada espora que se forma queda una Unica copia
condensada del cromosoma (Jakimowicz & van Wezel, 2012). Finalmente, estas esporas
maduran, y son liberadas al medio. Los genes requeridos para el proceso de esporulacién son
denominados whi, debido al fenotipo de color blanco (white) de sus mutantes, que son
incapaces de producir esporas, de pigmentacion grisacea (Figura IN.4) (Bush et al., 2015; Chater,

1972; Hopwood et al., 1970.

Crecimiento celular

El proceso de crecimiento, tanto del micelio vegetativo como del micelio aéreo, tiene lugar
gracias al complejo multiproteico denominado polarisoma, que estd asociado a la maquinaria
de biosintesis de la pared celular (Howell & Brown, 2016). De las diferentes proteinas implicadas,
es DivIVA la que juega el papel central, ya que es el determinante de la polaridad celular y actta
como factor de reclutamiento polar. El crecimiento apical que muestran las hifas de este
organismo se debe, por tanto, a que la sintesis de la pared celular se produce exclusivamente
en los apices; durante el proceso de polimerizacién, el peptidoglicano se incorpora de forma
flexible en el dpice, y va adquiriendo una estructura mas rigida conforme se aleja del mismo, lo
gue genera una presion de turgencia que actla como fuerza principal que dirige el crecimiento

apical en términos fisicos (Howell & Brown, 2016).

DivIVA también actia como elemento central en el proceso de ramificacidn, ya que es capaz de
definir nuevos ejes de polaridad en la pared lateral de la hifa, que constituirdn los puntos de
ramificacion. Este proceso se debe a que, durante la extension apical del micelio vegetativo, el
polarisoma sufre escisiones de forma periddica; los fragmentos generados quedan asociados a
la pared lateral de la hifa, y reclutan a mas componentes del polarisoma hasta alcanzar un

tamanfio adecuado para iniciar el crecimiento apical de esta ramificacion (Flardh et al., 2012).

El proceso de crecimiento es controlado a través de la fosforilacion de DivIVA por la proteina

quinasa AfsK (Flardh et al., 2012).
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Division celular

Existen dos eventos distintos de divisién celular a lo largo del ciclo vital de S. coelicolor: la
septacién vegetativa y la septacidn asociada a la esporulacidn. En ambos casos, la maquinaria
basica, denominada divisoma, es la misma, aunque los mecanismos de control son
notablemente diferentes. De las diferentes proteinas implicadas, es FtsZ la que juega el papel
central; esta proteina, homdloga de la tubulina, polimeriza en protofilamentos que forman una
estructura anular dindmica denominada anillo-Z, que define la zona de divisién y recluta al resto
de elementos del divisoma, asi como a la maquinaria de sintesis de la pared celular (Jakimowicz

& van Wezel, 2012; McCormick, 2009).

Ciclo vital en medio liquido

El ciclo vital de S. coelicolor en medio liquido presenta una serie de diferencias con respecto al
medio solido, tanto a nivel metabdlico como morfogénico, siendo la mas destacable la
incapacidad de esporular en estas condiciones (van Dissel et al., 2014). En medio liquido existe
un proceso de desarrollo y diferenciacion comparable al que se produce en medio sélido, ya que
se expresan genes implicados en el desarrollo del micelio aéreo (bldN, bldM, chpC, chpD, rams,
etc.) y la esporulacién (whiG, whiH, etc.), aunque no los responsables de las etapas finales del
proceso de maduracion de las esporas (whiE, rdIA, etc.) (Yagle et al., 2014). El proceso de
desarrollo también depende de un evento de PCD en las zonas interiores del micelio, que suele
tener lugar en la transicidn entre el crecimiento exponencial y la fase estacionaria (Rioseras et

al., 2014; van Dissel et al., 2014).

En medio liquido, el micelio puede formar pequefios fragmentos, agregados y/o pellets (Figura
IN.5) (van Dissel et al., 2014). El crecimiento del micelio da lugar a estructuras cada vez mayores,
que pueden fragmentarse de forma estocastica como consecuencia del estrés hidromecanico al
que estan sometidas. Ademads, se pueden dar procesos de agregacién, favorecidos por polimeros
extracelulares que forman matrices, como por ejemplo, DNA extracelular (eDNA) o proteinas

hidrofdbicas como las chaplinas (van Dissel et al., 2014).
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Figura IN.5. Ciclo vital de Streptomyces coelicolor en medio liquido. Se muestra un esquema con las
distintas morfologias del micelio: fragmentos pequefios, agregados y pellets. Asi mismo se muestran
fotografias al microscopio de un agregado y un pellet. La barra blanca en la esquina inferior izquierda
de las microfotografias se corresponde con 100 nm.

IN.2.4 - Organizacién genomica de Streptomyces coelicolor

A nivel gendmico, las bacterias del género Streptomyces presentan un cromosoma lineal de un
tamafio en torno a 6 - 12 Mbp, con aproximadamente un 70% de contenido en GC. Los
cromosomas se estructuran en un nucleo central, relativamente conservado entre las distintas
especies, donde se concentran los genes esenciales; asi como unos brazos en los extremos, que
suelen contener genes adaptativos, y que presentan una mayor inestabilidad genética, siendo
recurrentes las reorganizaciones, deleciones, inserciones o duplicaciones (Kirby et al., 2012; van

Bergeijk et al., 2020).

S. coelicolor A3(2) presenta un cromosoma de 8,7 Mbp (72,2% de contenido en GC) y dos
plasmidos: SCP1 (365 kbp) y SCP2 (31 kbp). En muchas ocasiones se utiliza la cepa S. coelicolor
M145, derivada de la anterior, y que carece ambos plasmidos. El cromosoma de esta cepa
(Figura IN.6) contiene 7825 genes segun la anotacidn inicial (Bentley et al., 2002), y se divide en
un nucleo central de 4,9 Mbp y dos brazos laterales: el izquierdo de 1,5 Mbp, y el derecho de
2,3 Mbp. Destaca el gran nimero de potenciales reguladores (965 genes, de los cuales, 65 son
factores sigma), transportadores (614 genes) y enzimas hidroliticas extracelulares (86 genes);

asi mismo, se han identificado 18 BGC (Bentley et al., 2002).
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El cromosoma de S. coelicolor se replica bidireccionalmente a partir del origen de replicacion
(oriC), gracias a la unidn de la proteina iniciadora DnaA, que permite la apertura de la burbuja
de replicacion (Hopwood, 2006). Este proceso es regulado por AdpA, que compite con DnaA por
la unidn al oriC (Wolanski et al., 2014). El cromosoma es lineal, por lo que presenta el problema
de la terminacion de la replicacién (debido a la replicacidn discontinua, en las hebras retardadas
se generan extremos salientes 3’ en las regiones terminales), que en este organismo es resuelto
gracias a la presencia de proteinas Tpg u otros replicones que actian como punto de inicio para
la sintesis de DNA en los extremos (Hopwood, 2006). Ademas, las regiones terminales del
cromosoma cuentan con unas secuencias cortas invertidas repetidas denominadas TIR, que

actuan de forma similar a los telémeros (Bentley et al., 2002).

Streptomyces

5 - . i coelicolor
= 8.667.507 bp

Ori

Figura IN.6. Cromosoma de Streptomyces coelicolor. El circulo exterior representa de forma
esquematica el cromosoma de S. coelicolor, donde se muestra el nucleo central (azul oscuro) y los
brazos (azul claro). Desde el exterior hacia el interior, los diferentes discos muestran: todos los genes
descritos inicialmente en este organismo (se indica cada cadena por separado), genes esenciales,
genes adaptativos, contenido en GC y GC bias. Figura adaptada de (Bentley et al., 2002).
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IN.2.5 - Regulacion de la produccion de antibidticos en Streptomyces coelicolor

Dada la importancia del género Streptomyces en la produccién de antibidticos, S. coelicolor ha
sido utilizado como organismo modelo para estudiar el proceso de sintesis y la regulacién de su

produccién (Liu et al., 2013; van Wezel & McDowall, 2011).

S. coelicolor produce varios antibiéticos de forma enddgena: la actinorrodina (ACT) (Rudd &
Hopwood, 1979), la undecilprodigiosina (RED) (Feitelson et al., 1985), el antibiético dependiente
de calcio (CDA) (Hopwood & Wright, 1983) y la metilenomicina (MMY) (Wright & Hopwood,
1976). Los BGC de estos compuestos se encuentran en el cromosoma, a excepcion de la MMY,
cuyo cluster se encuentra en el plasmido SCP1. Aunque muchas veces también se incluye la
coelimicina (CPK), hay que tener en cuenta que la molécula con actividad antibidtica, CPK A, es
muy inestable, y actia como precursor de CPK P1y CPK P2, que carecen de actividad antibidtica

(Bednarz et al., 2019).

Actinorrodina (ACT)

ACT es un poliquétido aromatico de la clase benzoisocromanequinona; en funcién del pH puede
encontrarse en forma de sal, de color azul, o como y-ACT, de color rojo (Figura IN.7), siendo esta
ultima la que presenta mayor actividad antibidtica (Bystrykh et al., 1996; Nass et al., 2017). Este
compuesto actla contra bacterias Gram-Positivas y su mecanismo de accidn consiste en disipar
la fuerza protén-motriz de la membrana plasmatica, lo que afecta al correcto funcionamiento
de la cadena de transporte electrdnico, dando lugar a la produccidn de especies reactivas de

oxigeno (ROS) que dafan los componentes celulares (Mak & Nodwell, 2017; Nass et al., 2017).

El BGC act (Figura IN.7) estd constituido por 22 genes, SCO5071-92 (21,3 kbp) (Malpartida &
Hopwood, 1986), y estad controlado principalmente por el CSR Actll-ORF4. La expresion del
mismo estd controlada a su vez por multitud de reguladores: AdpA, LexA, AbsA2, DasR, AfsQ1,
AbrC3, AtrA, ROK7B7 o GInR, por mencionar algunos; que le permiten integrar sefiales de
procesos muy variados, como el estado de desarrollo, la disponibilidad de nutrientes en el medio
o dafio en el DNA (Liu et al., 2013; van Wezel & McDowall, 2011). Ademas, el gen act/l-ORF4
contiene el codén raro TTA, por lo que su traduccidon depende del tRNA BIdA, asociado al
desarrollo del micelio aéreo, lo que supone otro mecanismo adicional para la integracion de la

morfogénesis con la produccidn de este antibidtico (Fernandez-Moreno et al., 1992).

Para evitar la acumulacion de ACT en el interior celular, la expresidn de su sistema de

exportacion ActAB (act/l-ORF2, actll-ORF3) es controlada por el regulador ActR (actll-ORF1),
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cuya accién es modulada por intermediarios de la ruta de sintesis (Tahlan et al., 2008; Xu et al.,
2012). Ademas, el gen actA contienen el coddn TTA, por lo que su traduccién también depende
del tRNA BIdA.

y-Actinorrodina Actinorrodina (Sal)

Vi VA 1l |
BGC Actinorrodina |:| Enzimas |:| Transportadores
(21,3 kbp) Bl Reguladores [] Funcién desconocida

Figura IN.7. Estructura de la actinorrodina y clister act.

Undecilprodigiosina (RED)

RED es un tripirrol (Figura IN.8) que se caracteriza por su pigmentacién roja. Este compuesto
presenta actividad antibidtica, aunque su mecanismo de accién no estd claro; adicionalmente
se ha observado que también presenta actividad antifungica, antimalarica e incluso, antitumoral
(Stankovic et al., 2014). Existe cierta controversia en cuanto al papel fisiolégico de RED; algunos
autores defienden su funcién antibidética como arma para competir contra otros organismos,
mientras que otros han propuesto su implicacidon en procesos de comunicacion y de proteccion

contra radiacidn ultravioleta y dafio oxidativo (Stankovic et al., 2014).

El BGC red (Figura IN.8) esta constituido por 21 genes, SCO5877-97 (61,6 kbp) (Cerdefio et al.,
2001), y presenta dos CSR: RedZ y RedD. El primero es un Regulador de Respuesta huérfano
atipico, que controla la expresién de redD, que a su vez induce la expresiéon de los genes

biosintéticos del cluster (Guthrie et al., 1998; White & Bibb, 199).

La expresion de RedZ es controlada por multitud de reguladores, como AbsA2 (McKenzie &

Nodwell, 2007), DasR (Rigali et al., 2008) o AfsQl (Wang et al., 2013) entre otros, por lo que la
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produccién de RED depende del estado fisioldgico del organismo asi como de las condiciones
del medio. Ademas, el gen redZ contiene el codén TTA, por lo que su traduccion depende del
tRNA BIdA, lo que integra la morfogénesis con la produccion de este antibidtico (White & Bibb,
1997). Finalmente, cabe destacar que la actividad de RedZ es regulada por la propia molécula
de RED, lo que establece un bucle de retroalimentacidn negativo que asocia la expresion del

BGC con el producto final de la ruta de sintesis (Wang, Tian, et al., 2009).

red
I : 1
D w z U R P N L J H F
X Y v Q (o) M K | G
BGC Undecilprodigiosina
(31,6 kbp)
|:| Enzimas DTransportadores
. Reguladores |:| Funcién desconocida raY

Figura IN.8. Estructura de la undecilprodigiosina y cluster red.

Antibiético Dependiente de Calcio (CDA)

CDA es un lipopéptido (Figura IN.9). No se ha determinado el mecanismo de accién de este
antibiodtico, aunque seguramente sea activo contra la membrana plasmatica, de forma similar a

otros antibidticos lipopeptidicos (Hojati et al., 2002).

El BGC cda (Figura IN.9) esta constituido por 40 genes, SC03210-49 (82,9 kbp) (Hojati et al.,
2002), y esta controlado principalmente por el CSR CdaR. Ademas, el clister contiene otro

sistema de regulacion, el Sistema de Dos Componentes AbsA1/A2.

La regulacién de este BGC no estd tan caracterizada como el resto, aunque si se ha descrito que
la expresion de CdaR esta controlada por multiples reguladores como AfsQ1 (Wang et al., 2013),
AbsA2 (McKenzie & Nodwell, 2007) u OhkA (Lu et al., 2011) entre otros, por lo que la produccién

de CDA depende del estado fisioldgico del organismo asi como de las condiciones del medio.
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Antibiético . ’S,(o K HN77\_Z_NH §,<’H
Dependiente de Calcio o NH ""?>_NH ¢ N
/\/A’rm“l HN, \g © Hmn-- 00 (. &NHO

cda
I . 1
cdaR absA1 cdaPS1 cdaPS2 cdaPS3
A
: 2 DX
absA2

BGC Antibidtico Dep. Calcio ] enzimas [] Transportadores
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Figura IN.9. Estructura del antibiético dependiente de calcio y cluster cda.

Metilenomicina (MMY)

MMY es una ciclopentanona (Figura IN.10). El mecanismo de accidn este antibidtico aun no estd
claro, aunque parece estar relacionado con la inhibicién de la sintesis de la pared celular en

bacterias Gram-Positivas (Idowu, 2017).

El BGC mmy-mmf (Figura IN.10) se encuentra en el plasmido SCP1 y esta constituido por 17
genes, SCP1.230-246 (18,1 kbp). Este cluster estd regulado por una mezcla de furanos
(sintetizados por mmfPHL, incluidos en el cluster) (Corre et al., 2008), los represores MmyR y
MmfR, y el activador MmyB (O’Rourke et al., 2009). MmyR y MmfR forman un complejo que
regulaa mmfLHP, mmrRy mmyB, y a su vez es controlado por los niveles de la mezcla de furanos.
MmyB es el encargado de activar los genes biosintéticos para dar lugar a MMY (O’Rourke et al.,
2009). Ademas, los genes mmyB y mmfL contienen el coddn TTA, por lo que su traduccidn

depende del tRNA BIdA, lo que integra la morfogénesis con la produccion de este antibidtico.

Este BGC contiene un sistema de exportacién, mmr, que actla también como mecanismo de
resistencia. Es regulado negativamente por MmylJ, cuya accién es modulada por intermediarios

de la ruta de sintesis, lo que evita la acumulacion de MMY en el interior celular (Liu et al., 2013).
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Metilenomicina Metoximetilfurfural
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Figura IN.10. Estructura de la metilenomicina y clister mmf-mmy. También se incluye la estructura
del metoximetilfurfural, compuesto de la familia de los furanos que actia como regulador de la ruta
de sintesis de este compuesto.

Integracion de la produccidn de antibidticos con los procesos de crecimiento y desarrollo

La produccidn de antibiéticos en S. coelicolor se suele iniciar con el desarrollo del micelio aéreo.
Para ello, existen varios mecanismos que permiten integrar el estado de crecimiento vy
morfogénesis del organismo con la activacion de la sintesis de estos compuestos (Liu et al., 2013;

van Wezel & McDowall, 2011).

Uno de los mecanismos consiste en el control de la traduccién de los reguladores CSR y otros
genes clave de los BGC. Como se ha comentado previamente, los genes actll-ORF4, redZ, mmyB
y mmfL contienen el codén raro TTA (Fernandez-Moreno et al., 1992; White & Bibb, 1997), cuyo

tRNA BIdA estd asociado al programa de desarrollo del micelio aéreo (Bush et al., 2015).

Otro de los mecanismos esta relacionado con el proceso de PCD que tiene lugar al inicio del
desarrollo del micelio aéreo. Durante el proceso autolitico, la degradacidn de la pared celular da
lugar a la liberacion de N-Acetil-Glucosamina (GIcNAc), que es reincorporada al interior celular
a través del sistema fosfotransferasa (PTS) (Nothaft et al., 2010); el derivado fosforilado que se
genera actia como efector alostérico del regulador global DasR, que entre otros procesos,

controla la producciéon de antibidticos (Rigali et al., 2008; Swiatek-Polatynska et al., 2015).

El proceso de crecimiento celular también esta relacionado con la produccién de antibidticos a
través de la serina/treonina quinasa AfsK. Esta proteina controla por fosforilacién la actividad
de AfsR, regulador positivo de la produccion de antibidticos (ACT y RED) (Floriano & Bibb, 1996),

asi como a DivIVA, determinante del crecimiento polar (Hempel et al., 2012).
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Al margen de estos mecanismos, se ha descrito la implicacién de otras muchas proteinas
asociadas al proceso de desarrollo, como BldB, WhiJ, WbIA o AdpA, con la regulacién de la

produccién de antibidticos en este organismo (Liu et al., 2013).
Integracion de la produccién de antibidticos con el metabolismo primario

La disponibilidad de nutrientes es un factor critico que dirige el comportamiento de los
organismos y afecta a todos los procesos celulares, inclusive la produccion de antibiéticos. Este
control estd mediado principalmente por los reguladores centrales del metabolismo del fosfato
y del nitrégeno, PhoR/P y GInR, respectivamente (Martin et al., 2011), aunque también
intervienen otros sistemas de regulacién como DraK/R, AfsQ1/Q2 o NdgR (Shu et al., 2009; Yang
et al., 2009; Yu et al., 2012). En el caso del metabolismo del carbono, la sintesis de antibidticos
estd modulada por el mecanismo de Represion Catabdlica por Carbono, a través de la enzima
glucosa quinasa GIkA (Gubbens et al., 2012) y el represor del operdn xilosa (Rok7B7) (Swiatek et

al., 2013), entre otros.

Otra molécula sefalizadora clave en los procesos nutricionales es la guanosina tetrafosfato,
ppGpp, que en S. coelicolor es sintetizada por RelA en respuesta a la limitacion de la
disponibilidad de aminodcidos. Se ha descrito que la acumulacion de ppGpp, entre otros efectos,

incrementa la produccion de ACT y RED (Chakraburtty & Bibb, 1997; Hesketh et al., 2007).
Otros mecanismos de regulacion

Al margen de los sistemas de regulacién vistos hasta ahora, se han descrito otros muchos
ejemplos como LexA, regulador global de la respuesta a dafio en el DNA. Mencién especial
requieren los Sistemas de Dos Componentes, que constituyen uno de los principales sistemas
de transduccidn de sefiales en bacterias, y suelen actuar como reguladores pleiotrépicos,
integrando y coordinando diferentes procesos celulares. Algunos de estos sistemas ya se han

mencionado, como PhoR/P, aunque se trataran en profundidad en el siguiente apartado.

Aunque la regulacion mediante factores transcripcionales ha sido la mds estudiada, existen otros
muchos mecanismos celulares que permiten modular la activacién de los BGC, y por ende, la
sintesis de antibidticos. Algunas de estas estrategias alternativas son la topologia de la
cromatina, la maquinaria de degradacion proteica, las moléculas similares a hormonas y los

SRNA (Liu et al., 2013; van Wezel & McDowall, 2011).
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IN.3 - Sistemas de Dos Componentes

Percibir el mundo que le rodea y ser capaz de adaptarse a él es esencial para cualquier
organismo. Los seres vivos estan expuestos a multitud de sefiales, tanto ambientales como
internas, que deben ser capaces de detectar, integrar y procesar para responder de forma
adecuada. Existen numerosos mecanismos y sistemas de transduccién de sefiales que llevan a
cabo esta funcién, y en el caso de los organismos procariotas, los predominantes son los

Sistemas de Dos Componentes (TCS) (Stock et al., 2000; Wang, 2012).

Los TCS actian como sistemas de regulacidn globales, capaces de detectar estimulos externos e
internos, y desencadenar respuestas celulares. Estan implicados en todos los procesos del
organismo, desde el crecimiento hasta la comunicacién intercelular, pasando por los diferentes
procesos metabdlicos y la respuesta a distintos tipos de estrés. Generalmente actian como
reguladores pleiotrépicos, coordinando varios procesos biolégicos para mantener Ia

homeostasis y el correcto funcionamiento celular (Bekker et al., 2007; Tierney & Rather, 2019).

Como su propio nombre indica, los TCS suelen estar formados por dos componentes: un
elemento sensor, denominado Histidina Quinasa (HK), encargado de la percepcion de
determinadas sefiales; y un elemento efector, denominado Regulador de Respuesta (RR),
encargado de generar una respuesta celular a dichas sefiales. De forma general, la cascada de
sefializacion se inicia con la percepcidon de una sefial especifica por la HK, lo que da lugar a su
activacion y autofosforilaciéon en un residuo de histidina; posteriormente, el grupo fosforilo es
transferido a un residuo de aspartato del RR, lo que produce su activacidn, y permite que lleve

a cabo su funcién y genere una respuesta celular (Jacob-Dubuisson et al., 2018).

Una de las caracteristicas mas definitorias de estos sistemas es su disefio modular, no solo en
cuanto a la existencia de varios componentes en la cascada de transduccion (HK y RR), sino
también en relacidn a la arquitectura de dichos componentes, que presentan varios dominios
con un plegamiento independiente y especializados en funciones concretas en las diferentes

etapas del proceso de transduccion (Stock et al., 2000; Wang, 2012; Zschiedrich et al., 2016).

Los TCS también estan presentes en algunos organismos eucariotas, como hongos y plantas,
aunque constituyen un sistema de regulacion minoritario; es importante destacar que estan

completamente ausentes en animales (Alvarez et al., 2016).
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IN.3.1 - Arquitectura de las Histidina Quinasas

La mayor parte de las HK suelen encontrarse embebidas en la membrana plasmatica y formando
homodimeros, aunque también se han descrito HK completamente citosdlicas. La arquitectura
candnica de una HK consiste en un dominio sensor, un dominio transmembrana, un dominio
transmisor, un dominio de dimerizacién / fosfotransferencia (DHp), y un dominio de unién a ATP
con actividad quinasa (CA) (Figura IN.11). Estos dos ultimos dominios constituyen el nucleo

catalitico de la HK (Stock et al., 2000; Wang, 2012; Zschiedrich et al., 2016).

El dominio sensor suele ser extracitoplasmatico, ya que la mayoria de HK detectan sefales
externas. Sin embargo, también se han descrito HK capaces de detectar sefales a nivel de la
membrana, asi como sefiales internas, por lo que en estos casos el dominio sensor se
encontraria en la regién transmembrana u orientado hacia el citosol, respectivamente (Krell et
al., 2010). La variedad de estimulos, tanto fisicos como quimicos, que pueden detectar las HK es
enorme: temperatura, luz, concentracion de oxigeno, diferentes tipos de nutrientes,
antibidticos, etc. (Krell et al., 2010; Tierney & Rather, 2019). Esta es una de las razones por la
que la identidad de la sefal de activacién de la mayor parte de los TCS descritos adn se
desconoce. Existe poca conservacion a nivel de secuencia en el dominio sensor entre las distintas
HK, aunque los dominios tipo PAS son los mds abundantes (Zschiedrich et al., 2016). En algunos
TCS, la sefal es percibida a través de proteinas accesorias, que posteriormente transmiten la

sefal a la HK (Busche et al., 2016; Hutchings, Hong, Leibovitz, et al., 2006; Krell et al., 2010).

La region transmembrana, compuesta por un numero variables de a-hélices, presenta un papel
estructural, aunque también se encarga de transmitir la seiial percibida por el dominio sensor al

resto de la proteina (Krell et al., 2010; Maslennikov et al., 2010).

Tras la regidén transmembrana puede haber un dominio adicional de transmisidn de la sefial,
ubicado en la parte citosdlica, aunque no estd siempre presente. El dominio transmisor mas
habitual es el dominio HAMP (presente en un tercio de las HK), que se organiza formando dos
o-hélices (Jacob-Dubuisson et al., 2018; Zschiedrich et al., 2016). Otros dominios destacados son
STAC, PAS y GAF; estos dos Ultimos, ademas de transmitir la sefal, también permiten integrar
sefiales citoplasmaticas adicionales (Jacob-Dubuisson et al., 2018; Krell et al., 2010; Zschiedrich

et al., 2016).
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Transmisor
Dominio Transmisor Dominio DHp
(HAMP)
Dominio CA
é ................... . HOmOdimero HK

: [ Protémero 1
> Dominio CA )
: . Protomero 2

H = Histidina (His)

. el \ Dominio DHp

Homodimero HK

Dominio CA

0
= NE—III’I—OH ATP
=/ |

Figura IN.11. Arquitectura de las Histidina Quinasas. [A] Estructura de un homodimero de HK (PDB:
5JEQ, 2C2A); se indican los diferentes dominios estructurales / funcionales. [B] Dominios DHp (PDB:
2C2A) en el homodimero (el dominio de cada protdmero se indica de un color distinto). Se muestra
la estructura del residuo de histidina en su estado fosforilado. [C] Dominios DHp y CA de una HK
(PDB: 2C2A). Se muestra la molécula de ATP unida al dominio CA.
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El dominio DHp presenta las funciones de dimerizacion y fosfotransferencia, y contiene el
motivo denominado H-Box, donde esta ubicado el residuo de histidina que es fosforilado en el
proceso de activacién de la HK, y a partir del cual se produce la fosfotransferencia para la
activacion del RR (por tanto, éste es el dominio que interacciona directamente con el RR)
(Buschiazzo & Trajtenberg, 2019). Es importante destacar que, aunque este dominio es el que
dirige la formacidon de homodimeros de la HK, en la interaccién entre ambos protémeros
también intervienen residuos de otros dominios, como la regién transmembrana o el dominio
HAMP (Jacob-Dubuisson et al., 2018). A nivel estructural, este dominio esta formado por dos a-
hélices que forman una horquilla (el residuo de histidina se encuentra siempre en la primera a-
hélice) (Figura IN.11) (Buschiazzo & Trajtenberg, 2019; Zschiedrich et al., 2016). Se han descrito
cuatro subtipos de este dominio: HiskKA, HisKA2 HisKA3 y HWE-HK.

El dominio CA es capaz de unir moléculas de ATP y tiene actividad quinasa. La unién del ATP se
produce a través de una serie de motivos conservados: N-Box, G1-Box, F-Box, G2-Box y G3-Box
(Wang, 2012). El grupo y-fosfato de este ATP es el utilizado para la fosforilacion del residuo de
histidina del dominio DHp (Zschiedrich et al., 2016). A nivel estructural, este dominio se
encuentra muy conservado, y presenta una forma globular con un B-lamina en uno de los lados
y 3 a-hélices en el otro, donde se encuentra el sitio de unién al ATP (Figura IN.11) (Zschiedrich

et al., 2016). El dominio CA presenta una Unica familia: HATPase_c.

Aunqgue la mayoria de las HK en procariotas

/ [76,8%] Clasica

presentan la arquitectura clasica indicada,

existe otro grupo de Histidinas Quinasas
hibridas (hHK) (Figura IN.12) (Jacob-Dubuisson — [19,8%] Hibrida
et al., 2018; Krell et al., 2010). Se caracterizan

por la presencia de dominios adicionales REC, \
[3,4%] Otra

HPt y/o DHp, que dan lugar a eventos de 33.263 HK

P2CS
fosfotransferencia en la propia proteina. Los ( )

dominios REC, normalmente presentes en 10S  figyrq IN.12. Clasificacién de las Histidina
Quinasas. Distribucidn de las HK en funcién de
su arquitectura de dominios. Datos obtenidos
fosforilable, mientras que los dominios HPt de la base de datos P2CS.

RR, presentan un residuo de aspartato

presentan un residuo de histidina fosforilable, aunque a diferencia de los DHp, no presentan
funcién de dimerizacion. Dentro de las hHK se han descrito diferentes tipos de arquitecturas,
aunque el proceso de fosfotransferencia siempre tienen lugar siguiendo el esquema His = Asp

-> His = Asp (Figura IN.13) (Jacob-Dubuisson et al., 2018; Krell et al., 2010).
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Arquitectura Cldsica Arquitectura Hibrida
A A
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Ejemplo: A A
PhoQ-PhoP REC g REC g
H = His
D = Asp Ejemplo: Ejemplo: Ejemplo: Ejemplo:
CckA-ChpT-CtrA ArcB-ArcA TodS-TodT KinA-SpoOF-

-Spo0B-Spo0A

Figura IN.13. Posibles arquitecturas de las Histidina Quinasas hibridas. Se muestran diferentes
configuraciones de dominios posibles en Histidina Quinasas hibridas; asi mismo, se indican las
diferentes etapas de fosfotransferencia en cada caso.

IN.3.2 - Histidina Quinasas quiméricas

Las Histidina Quinasas quiméricas (qHK) son proteinas formadas por la fusién de dominios de
dos HK distintas, para generar una nueva HK que es capaz de responder a los estimulos de una
de las HK pero que presenta el mecanismo de traduccidn citosélico de la otra HK (incluyendo su
RR asociado asi como sus dianas). La principal aplicacién biotecnolégica para la que se han
disefado y generado las qHK ha sido la construccion de biosensores (Ganesh et al., 2019; Lazar

& Tabor, 2021).

La construccién de qHK no es algo nuevo, de hecho la primera proteina quimérica de este tipo
fue generada por Alexandra Krikos y colaboradores en 1985 (Krikos et al., 1985), que ya habian
hecho hincapié unos afos antes en el disefio modular a nivel estructura y funcional de las HK
(Krikos et al., 1983). Desde entonces, tal y como se muestra en la Figura IN.14, otras muchas

gHK funcionales han sido construidas con éxito.
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Dominio Sensor
Region Transmembrana —}
Dominio Transmisor HK-1 HK-2 qHK
Dominio DHp
Dominio CA
\
HK-1 HK-2 HK-1 HK-2
NarX [Ec] CpxA [Ec] (Appleman et al., 2003) AauZ [Pp] EnvZ [Ec] (Ravikumar et al., 2015)
NarX [Ec] NarQ [Ec] (Appleman et al., 2003) MxaY [Pd] EnvZ [Ec] (Ganesh et al., 2017)
NarX [Ec] Tar [Ec] (Ward et al., 2002) FIhS [Pd] EnvZ [Ec] (Selvamani etal., 2017)
NarX [Ec] EnvZ [Ec] (Lehningetal., 2017) MxcQ [Mo] EnvZ [Ec] (Selvamani etal., 2017)
NarQ [Ec] Tar [Ec] (Bietal., 2016) MxcQ [Me] EnvZ [Ec] (Selvamani et al., 2020)
Tar [Ec] EnvZ [Ec] (Utsumi et al., 1989) MxbD [Me] EnvZ [Ec] (Selvamani etal., 2020)
Trg [Ec] EnvZ [Ec] (Baumgartner et al., 1994) McpC [Bs] McpB [Bs] (Kristich et al., 2003)
Trg [Ec] Tsr [Ec] (Feng etal., 1997) McpC  [Bs] Tar [Ec] (Bietal.,2016)
Tsr [Ec] Trg [Ec] (Fengetal., 1997) McpB  [Bs] McpC [Bs] (Kristich et al., 2003)
Tar [Ec] Tsr [Ec] (Krikos et al., 1985) Aer [Ec] Tsr [Ec] (Repik et al., 2000)
Tar [Ec] Tap [Ec] (Weerasuriya et al., 1998)  ECA0434 [Pa] Tar [Ec] (Bietal., 2016)
Tap  [Ec] Tar [Ec] (Weerasuriya et al., 1998) VanN [Va] SphS [S] (Junaid etal., 2021)
DcuS [Ec] EnvZ [Ec] (Ganeshetal.,2013) PleC [Cc] CcaS [Np] (zhangetal., 2022)
\ MalK [Ec] EnvZ [Ec] (Ganeshet al., 2015) TodS [Pp] SphS [Ss] (Inabaetal., 2018)
N\ )
HK-1 HK-2 HK-1 HK-2
NarQ [Ec] NarX [Ec] (Appleman et al., 2003) McpC [Bs] Tar [Ec] (Bietal., 2016)
Tar [Ec] EnvZ [Ec] (zhuetal., 2003) CitA [Kp] Tar [Ec] (Bietal.,2016)
Tar [Ec] EnvZ [Ec] (Lehning et al., 2017)
McpC [Bs] Tar [Ec] (Bietal., 2016)
CitA [Kp] Tar [Ec] (Bietal, 2016)
McpS [Pp] Tar [Ec] (Bietal., 2016)
J \\ y,
e )
Sensores de Luz (Citosélicos) LEYENDA ORGANISMOS:
Cph1 [Ss] EnvZ [Ec] [Bj] Bradyrhizobium japonicum
-_-_—_[ DHp H CA ] [Bs]  Bacillus subtilis
K L s [Cc]  Caulobacter crescentus
(Levskaya et al., ) [Ec]  Escherichia coli
. ] [Kp] Klebsiella pneumoniae
YtvA [Bs] FixL [Bj] [Me] Methylobacterium extorquens
_—[ DHp H CA ] [Mo] Methylobacterium organophilum
(Mbglich et al., 2009) [Np] Nostoc punctiforme
[Pa]  Pectobacterium atroscepticum
Cca$ [Np] ArcB [Ec] [Pd]  Paracoccus denltrlflcans
[Pp] Pseudomonas putida
-‘-‘-‘[ DHp H CA H REC H Hpt | [Ss]  Synechocystis sp.
\ (Hori et al., 2017) ) [va] Vibrio anguillarum

Figura IN.14. Histidina Quinasas quiméricas descritas en la literatura. En cada caso se indica la
organizacion de dominios de la qHK, el nombre de las HK que se han fusionado, el organismo del que

proceden y la referencia bibliografica.
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Se han seguido diferentes estrategias respecto al disefio y construccién de las gHK. En la mayoria
de los casos se han fusionado los dominios sensor-transmisor de una HK (incluyendo las regiones
transmembrana), con los dominios cataliticos citosélicos de la otra HK. Sin embargo, también se
han seguido otros disefios, como incluir solo el dominio sensor extracelular de una de las HK (Bi
et al., 2016), o incluir el dominio sensor extracelular y las regiones transmembrana de una de
las HK y los dominios transmisor y cataliticos de la otra HK (Appleman et al., 2003; Bi et al., 2016;
Zhu & Inouye, 2003). Ademads, se han generado varias gHK a partir de HK procedentes de
distintos organismos (que pueden pertenecer incluso a filos distintos) (Bi et al., 2016; Ganesh et
al.,, 2017; Hori et al., 2017; Inaba et al., 2018; Levskaya et al., 2005; Moglich et al., 2009;
Ravikumar et al., 2015; Selvamani et al., 2017, 2020; C. Zhang et al., 2022).

IN.3.3 - Arquitectura de los Reguladores de Respuesta

Los RR son proteinas citosélicas y presentan una estructura mucho mas simple que las HK, ya
gue solo muestran dos dominios: un dominio receptor (REC) y un dominio efector (Figura IN.15)

(Wang, 2012; Zschiedrich et al., 2016).

El dominio REC estd presente en todos los RR y contiene el residuo de aspartato que es
fosforilado mediante fosfotransferencia por la HK, proceso que da lugar a la activacién de esta
proteina. Este dominio también es el encargado de dirigir los procesos de oligomerizacién del
RR que tienen lugar tras su activacidon (normalmente se forman homodimeros) (Wang, 2012;
Zschiedrich et al., 2016). El dominio REC presenta una elevada conservacién a nivel estructural,
con un plegamiento (Ba)s; la estructura consiste en una B-lamina central con las a-hélices a
ambos lados (Figura IN.15) (Wang, 2012; Zschiedrich et al., 2016). El sitio de fosforilacion esta
definido por una serie de residuos clave muy conservados, salvo en los RR atipicos que presentan

mecanismos alternativos a la activacidn por fosforilacidon candnica (Beier, 2012).

El dominio efector suele ser mucho mas variable que el dominio REC, e incluso esta ausente en
algunos RR (Galperin, 2006). Su funcidon es generar respuestas celulares especificas cuando se
produce la activacion del RR por la HK, y generalmente actia como un factor transcripcional
modulando la expresidn génica. Sin embargo, aunque la mayoria de los dominios efectores son
dominios de unidon a DNA, también se han identificado dominios de unidon a RNA, dominios de
union a proteinas y dominios con actividad enzimatica (Figura IN.15) (Galperin, 2006, 2010). Los
mas abundantes son los dominios de unién a DNA de las familias NarL y OmpR, que presentan

motivos HTH y wHTH respectivamente.
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Figura IN.15. Arquitectura y clasificacion de los Reguladores de Respuesta. [A] Estructura de un RR
(PDB: 5HEV); se indican los diferentes dominios estructurales / funcionales. [B] Estructura del
dominio REC (PDB: 5HEV); en azul se muestran las a-hélices y en verde las B-laminas. [C] Clasificacién
de los RR en funcién de su dominio efector; también se muestran las principales familias de dominios
de unidn a DNA. Datos obtenidos de la base de datos P2CS. [D] Estructuras de los dominios efectores
de unién a DNA de las familias OmpR (PDB: 6LXL) y NarL (PDB: 1ZG5); en azul se muestran las a-
hélices, en verde las B-laminas y en magenta la hélice de unién al DNA.
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IN.3.4 - Organizacidn de Histidina Quinasas y Reguladores de Respuesta

Las HK y RR habitualmente se encuentran formando parejas a nivel funcional; es decir, cada HK
suele estar asociada a un RR en particular. De hecho, los genes que codifican estas parejas HK-
RR suelen estar juntos también a nivel gendmico, formando parte del mismo operdn (Groisman,

2016)

La interaccidon entre una HK y su RR asociado es muy especifica, lo cual es clave para un correcto
funcionamiento celular, ya que en determinados momentos puede haber multitud de TCS
actuando de forma simultanea (Buschiazzo & Trajtenberg, 2019; Jacob-Dubuisson et al., 2018).
El cédigo de especificidad depende de un set de aminodcidos presentes principalmente en el
dominio DHp de la HKy en el dominio REC del RR, a través de los cuales se produce la interaccion
entre las dos proteinas para el proceso de fosfotransferencia, aunque también intervienen
residuos adicionales del dominio CA de la HK (Buschiazzo & Trajtenberg, 2019; Jacob-Dubuisson
etal., 2018). Es importante destacar que, aunque la HK suele estar presente como homodimero,
el RR solo interacciona con el protdmero con el que tiene lugar la fosfotransferencia (Jacob-

Dubuisson et al., 2018).

Este reconocimiento a nivel molecular dado por las interacciones entre los residuos de una HK
y su RR asociado establece una preferencia cinética entre ambas proteinas, lo que previene las
interacciones inespecificas con otras HK y RR (Laub & Goulian, 2007; Rowland & Deeds, 2014).
Adicionalmente, pueden existir otros mecanismos que ayuden a establecer la especificidad HK-
RR, como la localizacién espacial y temporal de ambas proteinas. Aunque se han descrito
eventos de comunicacion cruzada (cross-talk) entre distintos TCS, estas interacciones
inespecificas entre HK y RR solo se han observado tras la introduccién de perturbaciones
genéticas, como la eliminaciéon o sobreexpresién de uno de los componentes, por lo que no
parecen ser relevantes a nivel fisiolégico, mas allda de un mecanismo compensatorio para hacer
frente a mutaciones o defectos en rutas importantes de sefializacion (Krell et al., 2010; Laub &

Goulian, 2007).

Aunque lo habitual son las parejas HK-RR, no es extraio observar en los genomas bacterianos la
presencia de HK huérfanas (oHK) y RR huérfanos (oRR), en los que no existe una pareja asociada
a nivel gendmico, lo cual no quiere decir que a nivel funcional carezcan de ella (Beier, 2012). Las
oHK y oRR pueden encontrarse asociadas funcionalmente entre si (Li, Zhao, et al., 2020; Zheng
et al.,, 2021) o intervenir en las cascadas de sefializaciéon de un TCS, como otro componente mas

de la ruta de transduccion (Wang, Shu, et al., 2009). La prediccidn de las parejas funcionales de
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estas oHK y oRR constituye aun un serio obstaculo, a pesar de los esfuerzos realizados con los

algoritmos de prediccién de interacciones proteina-proteina.

IN.3.5 - Mecanismo molecular de accion de los Sistemas de Dos Componentes

En un TCS candnico, el mecanismo de accién molecular presenta las siguientes etapas (Figura
IN.16) (Buschiazzo & Trajtenberg, 2019; Jacob-Dubuisson et al.,, 2018; Krell et al.,, 2010;
Zschiedrich et al., 2016):

1. La seial de activacidn es percibida por el dominio sensor de la HK, lo que da lugar a una
serie de cambios conformacionales que son transmitidos a lo largo de la estructura de la
HK, a través de la region transmembrana y del dominio transmisor, hasta alcanzar los

dominios DHp y CA.

2. Los dominios DHp y CA adquieren un estado conformacional que favorece la funcidon
autoquinasa de la HK. En este estado, el dominio CA une una molécula de ATP y transfiere
el y-fosforilo a un residuo de histidina del dominio DHp. Las HK suelen encontrarse
formando homodimeros, y el proceso de fosforilacion se puede producir en cis (el dominio
CA fosforila el dominio DHp de la misma cadena peptidica) o en trans (el dominio CA
fosforila el dominio DHp presente en el otro protémero). El que tenga lugar un tipo u otro
depende del plegamiento y posicion relativa de las a-hélices que constituyen el dominio

DHP con respecto al dominio CA (Figura IN.16).

3. Una vez fosforilado el residuo de histidina de la HK, se produce otra reorganizacion de los
dominios DHp y CA, hasta adquirir un estado conformacional que favorece la funciéon de
fosfotransferencia, en la cual el dominio CA debe desplazarse para permitir la unién del
RR al dominio DHp. En este estado, al tener lugar la interaccién de las proteinas HK y RR,
se produce la transferencia del grupo fosforilo desde el residuo de histidina del dominio
DHp de la HK al residuo de aspartato del dominio REC del RR. La unién entre ambas
proteinas es muy transitoria.

Las reacciones de autofosforilaciéon y fosfotransferencia se van alternando en los

protomeros que forman los homodimeros de HK, lo que aumenta la eficiencia del proceso.

4. La fosforilacion del dominio REC del RR, induce una serie de cambios conformacionales
en dicha proteina, que normalmente implican la separacion del dominio RECy del dominio
efector. Estos cambios estructurales permiten la oligomerizacidon del RR a través del

dominio REC (normalmente se forman homodimeros).
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5. El RR en su estado activo desencadena una respuesta celular, que suele producirse a
través de la modulacién de la expresidon génica, ya que los RR suelen actuar como factores

transcripcionales.

6. Una vez generada la respuesta celular tras el proceso de transduccion de la sefial, es
necesario “apagar” la cascada de sefializacidn, lo que supone la desfosforilacion del RR.
Este proceso suele ser catalizado por la propia HK, que adquiere un estado

conformacional que favorece la funcién fosfatasa de esta proteina.
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Figura IN.16. Mecanismo molecular de accién de los Sistemas de Dos Componentes. [A] Etapas del
mecanismo molecular de transduccion de senales de los TCS. [B] Modos de autofosforilacion de los
dimeros de HK. Cada protdmero muestra un color distinto (naranja y gris), y se muestra una
representacion esquematica de las a-hélices que forman el dominio DHp y del dominio CA.
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Este mecanismo de transduccién de seiales es posible gracias al disefio modular y plasticidad
estructural de las HK y RR. La HK presenta tres estados funcionales: autoquinasa,
fosfotransferasa y fosfatasa, que dependen de la presencia de la sefial de activacidn, y en los
que la movilidad del dominio CA con respecto al dominio DHp resulta esencial (Buschiazzo &
Trajtenberg, 2019; Jacob-Dubuisson et al., 2018; Zschiedrich et al., 2016). El RR, por su parte,
presenta dos estados que dependen de su fosforilacién: uno mds compacto cuando el RR se
encuentra inactivo (no fosforilado), y otro en el que los dominios se encuentran disociados entre
si y puede tener lugar la oligomerizacién del RR y la generacién de la respuesta celular (estado

activo, fosforilado) (Stock et al., 2000; Zschiedrich et al., 2016).

IN.3.6 - Modulacidon de la cascada de seializacion

Los TCS estan implicados en la regulacién y coordinacidon de multitud de procesos bioldgicos.
Estas cascadas de sefializacion deben responder de forma dinamica, por lo que existen
diferentes mecanismos de modulacién: control de los niveles de expresion de la HK y del RR,
modificaciéon del estado de fosforilacion del RR, regulacién cruzada de TCS, cascadas de
sefializacion no lineales, y regulacion del TCS por retroalimentacién de sus dianas (Groisman,
2016). Todos estos mecanismos modulan la cantidad de RR fosforilado, que es lo que define el

nivel de activacion de un determinado TCS.

Control transcripcional del TCS

Los niveles de HK y RR de un TCS que se estan expresando en cada momento constituyen un
factor critico en el funcionamiento de la ruta de sefializacidn. Aqui cobra especial importancia
que en la mayoria de TCS, los genes de la HK y del RR asociados se encuentran codificados por

el mismo operdn, lo cual, permite un control transcripcional muy eficiente (Groisman, 2016).

Los TCS cuentan con un promotor constitutivo que permite un nivel basal de expresion,
necesario para que haya suficientes HK para detectar la aparicidon de la seia de activacién y RR
para iniciar la respuesta (Groisman, 2016). Ademas, muchos TCS tienen un promotor
autorregulado, que permite establecer un mecanismo de control por retroalimentacién positivo
o negativo (Ainsa et al., 1999; Lewis et al., 2019; Rico, Yepes, et al., 2014; White & Bibb, 1997;
Yu et al., 2012). La presencia de diferentes niveles de RR, junto con la existencia de promotores
de distinta afinidad en sus genes diana, permite establecer diferentes tipos de respuestas

celulares (Barreiro & Martinez-Castro, 2019; Groisman, 2016; Sola-Landa et al., 2008).
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Estado de fosforilacion del RR

Los RR normalmente son fosforilados por sus HK asociadas, aunque algunos pueden catalizar su
propia fosforilacidon a partir de pequefios compuestos fosforilados de alta energia, como el
acetilfosfato, el carbamoilfosfato o el fosforamidato, cuyos niveles son muy sensibles al estado
metabdlico de la célula (Hutchings, Hong, & Buttner, 2006; Laub & Goulian, 2007). Sin embargo,
en los TCS en los que se ha observado esta fosforilacion espontdnea del RR, la activacion
indebida de la cascada de sefializacién en ausencia de estimulo es controlada por la actividad

fosfatasa de la HK asociada (Krell et al., 2010; Laub & Goulian, 2007).

La desfosforilacidon de los RR es un proceso critico, no solo para prevenir una activacion indebida
de la cascada de sefializacion, sino también para modular el grado de activacion del RR y
“apagar” la cascada de sefializacién cuando ya se haya generado la respuesta celular requerida
(Groisman, 2016; Zschiedrich et al., 2016). Aunque generalmente es la HK asociada a dicho RR
la que presenta actividad fosfatasa y cataliza esta reaccion, también se ha descrito la
desfosforilacion por hidrélisis espontdneas, asi como por otras fosfatasas distintas a la HK, que

pueden pertenecer a las familias CheC/CheX/FliY, CheZ, Rap y SpoOE (Zschiedrich et al., 2016).

Regulacion cruzada y cascadas de seiializacion no lineales

Las cascadas de sefializacién de los TCS pueden estar interconectadas a través de eventos de
regulaciéon cruzada (Laub & Goulian, 2007). Los niveles de expresion o las actividades
bioquimicas de un TCS pueden ser reguladas por otro TCS, o por la diana de otro TCS. También
hay que tener en cuenta que varios TCS pueden compartir las dianas que regulan. Todos estos
eventos parecen estar asociados a mecanismos de integracidn de sefiales que dan lugar a
complejas redes de regulacién (Rodriguez-Garcia et al., 2009; Santos-Beneit et al., 2012; Sola-

Landa et al., 2013; Wang et al., 2012, 2013; Zhu et al., 2021).

Aunque la mayoria de TCS en procariotas tienen cascadas de sefializacion lineales en los que una
HK esta asociada a un Unico RR, se han descrito rutas convergentes y divergentes. En las rutas
convergentes varias HK activan a un mismo RR, por ejemplo LuxN, LuxQ y CgsS se activan en
diferentes condiciones, pero todos regulan a LuxR en Vibrio harveyi (Henke & Bassler, 2004). En
las rutas divergentes una misma HK controla a varios RR, por ejemplo CheA, que fosforila a CheY

y CheB en Escherichia coli (Li et al., 1995).
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Regulacion del TCS por sus dianas

Otro mecanismo de retroalimentacion es el ejercido por algunas de las dianas controladas por
el propio TCS (Fernandez-Martinez et al., 2009; Groisman, 2016; Martin-Martin et al., 2017;
Wang, Tian, et al., 2009). Se han descrito multiples mecanismos: modificacion del acceso a la
sefial por la HK, modificacién de las actividades bioquimicas de la HK, modificacién de los niveles
del RR y modificacidon de la actividad del RR. Todos ellos permiten asociar los niveles de

activacion de la ruta de sefalizacion del TCS a la propia respuesta que esta desencadenando.

Otros mecanismos de modulacion

Aunque la mayoria de HK y RR presentan todos los dominios y actividades que se han ido
indicando para permitir una transduccidon de senales completa, se han descrito casos de
pseudoenzimas, como HK que carecen de actividad quinasa o fosfatasa, HK que no presentan
dominio sensor o RR carentes de residuo de aspartato fosforilable (Collins & Childers, 2021).
Estos casos muestran mecanismos alternativos de regulacidén, aunque su presencia es

minoritaria.

IN.3.7 - Sistemas de Dos Componentes en Streptomyces coelicolor

Segun las bases de datos P2CS (Ortet et al., 2015) y P2RP (Barakat et al., 2013) S. coelicolor
presenta 110 HK y 87 RR. Estas proteinas se organizan en 66 parejas HK-RR y 2 triadas (una de
ellas con 2 HK y 1 RR; y la otra con 1 HK y 2RR), es decir, 68 TCS completos. Las proteinas
restantes quedarian como sistemas huérfanos: 41 oHK y 18 oRR. El listado completo se incluye

en “ANEXO I. Sistemas de Dos Componentes de Streptomyces coelicolor”.

Se han descrito y estudiado 25 TCS completos, 5 oHK y 10 oRR, lo que representa
aproximadamente un tercio del total. Estos sistemas estan implicados en todos sus procesos
celulares, como el metabolismo primario, la morfogénesis o la respuesta a diferentes tipos de
estreses; ademas se ha podido observar que la mayoria de ellos participan en la regulacion de
la produccién antibidticos, ya sea de forma directa mediante el control de los CSR o incluso la
regulacién de los propios genes del BGC, o de forma indirecta (Figura IN.17). A continuacion se

comentard el papel que cumplen cada uno de ellos (se han organizado por orden alfabético).
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e AbrA1/A2 (SCO1744/45). Este sistema es un regulador negativo de la produccion de
antibioticos (ACT, RED y CDA) y de la diferenciacién morfoldgica (Yepes et al., 2011); ademas,
presenta una autorregulacién positiva (Rico, Yepes, et al., 2014). Se ha propuesto que la seial
de activacion de AbrAl es el hierro (Rico, Yepes, et al., 2014). A nivel biotecnoldgico, la
eliminacion de este TCS mejora la produccidn de compuestos heterélogos como la

oviedomicina (Rico, Yepes, et al., 2014).

e AbrC1/C2/C3 (5€C04598/97/96). Este TCS atipico esta formado por dos HK y un RR. se ha
descrito como un regulador positivo de la produccion de antibidticos (ACT, RED y CDA) y del
proceso de desarrollo morfoldgico (Rico, Santamaria, et al., 2014; Rodriguez et al., 2015;
Yepesetal.,2011). La fusién de las HK AbrC1 y AbrC2 debido a una delecidn que abarca parte
de la secuencia de ambos genes da lugar a una HK quimérica que ha sido denominada LinR.
Esta mutacion da lugar a una elevada resistencia a lincomicina, aumenta la produccion del
antibidtico ACT y potencia la diferenciacidn morfolégica (Wang et al.,, 2017). A nivel
biotecnoldgico, la expresién del RR AbrC3 en otras especies es capaz de activar BGC cripticos

(Becerril et al., 2018).

e AbsA1/A2 (SCO3225/26). Este TCS fue uno de los primeros reguladores de la produccion de
antibiodticos descritos en S. coelicolor (Adamidis et al., 1990). Este sistema actla como un
regulador negativo de la produccién de ACT, RED y CDA (Anderson et al., 1999, 2001; Brian
et al., 1996; Lewis et al., 2019; Ryding et al., 2002). Ademas, presenta una autorregulacion
positiva (Anderson et al., 2001; Lewis et al., 2019). El potencial biotecnoldgico de este TCS ha
sido demostrado a través de la inducciédn de actividades antimicrobianas en diferentes

estreptomicetos mediante la expresion heterdloga de la HK AbsA1 (McKenzie et al., 2010).

La topologia transmembrana de la HK AbsA1l presenta una estructura atipica: muestra cinco
dominios transmembrana, cuatro de ellos en el extremo Nt y el restante en el extremo Ct,

donde se encuentra el dominio sensor (McKenzie & Nodwell, 2009).

e AfsQ2/Ql (SCO4906/07). Este sistema estd implicado en la regulacion del metabolismo
primario, el metabolismo secundario y el desarrollo morfolégico (Chen, Zheng, et al., 2016;
Ishizuka et al., 1992; Shu et al., 2009; Wang et al., 2013). Este TCS actiia como un regulador
positivo de la sintesis de ACT, RED y CDA, y un regulador negativo del desarrollo morfoldgico
(Shu et al., 2009). La regulacion del metabolismo del nitrégeno parece ser clave en la via de
sefializacion de AfsQ2/Q1, ya que esta implicado en el mantenimiento de la homeostasis en
la utilizacion de nutrientes bajo condiciones de altas concentraciones de glutamato,

estableciendo una regulacién cruzada con el oRR GInR (Wang et al., 2013).
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Aorl (5S€C02281). Este oRR actlia como un regulador positivo de la producciéon de antibiéticos
(ACT, RED y CDA) y del proceso de diferenciacion morfoldgica (Antoraz et al., 2017). Ademas
estd implicado en la ruta de secrecién de proteinas via el factor sigma SigU y en la respuesta

a estrés osmotico a través de la ruta del factor sigma SigB (Antoraz et al., 2017).

BldM (SC0O4768). Este oRR actia como regulador central del desarrollo del micelio aéreoy la
diferenciacion a través de la ruta del factor sigma de funcién extracitoplasmatica (ECF) BIdN
(Bibb et al., 2000; Gehring et al., 2004; Molle & Buttner, 2000; Ryding et al., 1999). BldM
presenta diferentes mecanismos de accidn: por un lado, puede formar homodimeros capaces
de regular genes implicados en el desarrollo del micelio aéreo, por otro, puede formar
heterodimeros con el oRR Whil que regula un set distinto de genes implicados en la

esporulacion (Figura IN.4) (Al-Bassam et al., 2014).

ChiS/R (5C05378/77). Este sistema esta implicado en la regulacion de la enzima quitinasa

ChiC en respuesta a la presencia de quitina (Homerova et al., 2002; Kormanec et al., 2000).

CseC/B (5€03359/58). Este sistema resulta esencial en el mantenimiento de la integridad de
la pared celular a través del factor sigma de funcidon extracitoplasmatica (ECF) Sigk (Hong et
al., 2002; Paget, Chamberlin, et al., 1999; Paget, Leibovitz, et al., 1999), y es inducido por
antibidticos glucopeptidicos, antibidticos B-lactamicos y lisozimas (Hong, 2016; Hong et al.,
2002). Actda como un regulador negativo de la produccion de ACT y un regulador positivo de
la esporulacion (Paget, Leibovitz, et al., 1999). Ademds presenta una autorregulacion positiva

(Paget, Leibovitz, et al., 1999).

La percepcion de la sefial de activacion, que podria ser la acumulacién de intermediarios de
la sintesis / degradacion del peptidoglicano, también involucra a la lipoproteina CseA, que se
encuentra anclada a la membrana plasmatica y orientada hacia el espacio

extracitoplasmatico (Hong et al., 2002; Hutchings, Hong, Leibovitz, et al., 2006).

CssS/R (SCO4155/56). Este sistema esta implicado en la respuesta a estrés de secrecion, que
se produce por la acumulacion de proteinas mal plegadas en el exterior de la membrana
plasmatica, que pueden interferir con la maquinaria de secrecién. Como respuesta este TCS

controla la produccién de ciertas proteasas (Gullén et al., 2012).

CutS/R (SC05863/62). Este sistema actia como un regulador negativo de la produccidn del
antibidtico ACT (Chang et al., 1996).
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Cvn (Conservones). Cuando el genoma de S. coelicolor fue descrito (Bentley et al., 2002) se
identificaron 13 conservones (Cvn1-13), que presentan una organizacion similar, consistente
en cuatro o cinco genes con unas funciones especificas, de los cuales CvnA es una oHK. Las
proteinas de estos sistemas podrian formar complejos proteicos y actuar de forma similar a

los receptores acoplados a proteina-G eucariotas (GPCR).

o CvnAl (5C05544) es una oHK que actua como regulador positivo de la produccion de
antibidticos (ACT y RED) y del desarrollo del micelio aéreo a través del factor sigma SigU

(Takano et al., 2011).

o CvnA9 (5C01630) es una oHK que actua como regulador negativo de la produccion de ACT

y del desarrollo del micelio aéreo (Komatsu et al., 2006).

o CvnAl10 (SC0O1630) es una oHK que actua de forma similar a CvnA9, como regulador

negativo de la produccion de ACT y del desarrollo del micelio aéreo (Komatsu et al., 2006).

DraK/R (SC03062/63). Este sistema es un regulador de la produccién de antibidticos, la
diferenciacion morfoldgica y el metabolismo primario (Yu et al., 2012, 2014). Actda como un
regulador positivo de la sintesis de ACT y un regulador negativo de la sintesis de RED en
condiciones de altos niveles de fuentes de nitrégeno (Yu et al., 2012). Ademas, este TCS

presenta una autorregulacion negativa (Yu et al., 2012).

Se ha obtenido la estructura del dominio sensor de la HK DraK (PDB ID: 2MJ6), y su estudio
ha revelado que sufre cambios conformacionales dependientes del pH (Yeo et al., 2014; Yeo,

Han, et al., 2013; Yeo, Kim, et al., 2013).

EcrA1/A2 (SCO2518/17). Este sistema es un regulador positivo del antibidtico RED (Li et al.,
2004).

EcrE1/E2 (SCO6421/22). Este sistema actlia como un regulador positivo de la produccion del
antibiético RED (Wang et al., 2007).

GInR (5€04159). Este oRR acttiia como regulador central del metabolismo del nitrégeno, y es
uno de los RR mas extensamente estudiados (Amin et al., 2012, 2016; Fink et al., 2002; Li et
al., 2018; Lin et al., 2014, Tiffert et al., 2008, 2011; Wang & Zhao, 2009; Wray et al., 1991;
Wray & Fisher, 1993; Xu, You, et al., 2017). GInR presenta una regulacidn cruzada con otros
TCS, como MtrB/A (Zhu et al., 2019), AfsQ2/Q1 (Wang et al., 2013) y PhoR/P (Rodriguez-
Garcia et al., 2009; Santos-Beneit et al., 2012; Sola-Landa et al., 2013; Wang et al., 2012), con
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los que compite en la regulacion de los genes clave en el metabolismo del nitrégeno, lo cual

permite su integracidn con otros procesos claves como el metabolismo del fosfato.

GInR es capaz de formar homodimeros en ausencia de fosforilacién del residuo de aspartato,
estructura que es estabilizada a través de interacciones electrostdticas (Lin et al., 2014).
Ademads, es modificado postraduccionalmente mediante la fosforilacion de residuos de
serina y treonina, y la acetilacion de residuos de lisina en funcién de los niveles de nutrientes

en el medio, lo que modula su afinidad de unién al DNA (Amin et al., 2016).

GluK/R (SCO5779/78). Este sistema estd implicado en la deteccidn y captacion de glutamato
en condiciones de altos niveles de este compuesto, de hecho, se ha identificado como su
sefial de activacion (Li et al., 2017). Ademas, este TCS actua como regulador negativo de la
produccién de ACT, y regulador positivo de la produccion de RED, aunque su papel en la
regulaciéon de la sintesis de antibidticos es independiente de su funcién en la captacion de

glutamato (Li et al., 2017).

MacSR (5€02121/20). Este sistema es un regulador positivo de la produccidn de antibidticos
(ACT, RED y CDA) y un regulador negativo de la diferenciacién morfolégica (Liu, Zhang, et al.,
2019; Liu et al., 2021).

MtrB/A ($€03012/13). Este sistema es un regulador positivo de la morfogénesis (Zhang et
al., 2017), un regulador negativo de la sintesis de ACT y RED, asi como un regulador positivo
de la produccion de CDA (Som et al., 2017; Zhu et al., 2020). Este TCS también esta implicado
en el metabolismo del nitrégeno y del fosfato, y presenta una regulacién cruzada con GInR y

PhoR/P, reguladores centrales de estos procesos (Zhu et al., 2021).

OhkA (SC01596) y OrrA (SCO3008). La oHK OhkA y el oRR OrrA estan asociados a nivel
funcional (Zheng et al., 2021). Actian como reguladores negativos de la produccién de
antibiodticos (ACT, RED y CDA) y reguladores positivos de la formacion del micelio aéreo y el

proceso de esporulaciéon (Liu et al., 2017; Lu et al., 2011).

OsaA/B (SCO5748/49). Este sistema esta implicado en la respuesta a estrés osmético, ya que
el RR OsaB es requerido para la osmoadaptacién necesaria durante el proceso de
diferenciacidon. Ademads, actia como regulador negativo de la sintesis de ACT y RED (Bishop

et al., 2004).

Estas proteinas presentan una arquitectura atipica. OsaA es una hHK que presenta un

dominio REC, ademas contiene mas de diez dominios HAMP. En el caso de del RR OsaB, su
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dominio efector no pertenece a ninguna de las familias candnicas; posee una estructura de
hélice superenrollada (coiled-coil) que se cree podria interaccionar con motivos similares de

otras proteinas.

OsdK/R ($€00203/04). Este sistema ha recibido dos denominaciones en la literatura: OsdK/R
(Fischer et al., 2019; Urem et al., 2016) y DevS/R (Honma et al., 2021; Sasaki et al., 2016).
Este TCS controla un regulédn asociado a un estado de dormancia, que incluye genes
relacionados con la respuesta a estrés y el desarrollo (Urem et al., 2016), y participa en el
ciclo del éxido nitrico (Sasaki et al., 2016). Ademas, este sistema actua como regulador

positivo de la produccion de ACT (Honma et al., 2021).

La HK OsdK también capaz de fosforilar al oRR SCO3818. Esta via de sefializacién regula

negativamente la produccién ACT (Wang, Shu, et al., 2009).

PdtaS (SC05239) y PdtaR (SC02013). La oHK PdtaS y el oRR PdtaR estan asociados a nivel
funcional (Li, Zhao, et al., 2020). Actian como reguladores negativos de la produccién de
antibidticos (ACT y RED), y reguladores positivos del proceso de diferenciaciéon (Li, Zhao, et

al., 2020; Zhao et al., 2018).

El oRR PdtaR presenta un dominio efector perteneciente a la familia ANTAR, que actia como

regulador del RNA.

PhoR/P (5€04229/30). Este sistema actla como regulador central del metabolismo del
fosfato, y es uno de los TCS mds extensamente estudiados. En condiciones limitantes de
fosfato, este TCS bloquea gran parte del metabolismo primario, del metabolismo secundario
y el proceso de morfogénesis, hasta recuperar niveles de fosfato que soporten el crecimiento
y funcionamiento del organismo (Allenby et al., 2012; Apel et al., 2007; Fernandez-Martinez
et al., 2012; Lejeune et al., 2021; Martin-Martin et al., 2017; Millan-Oropeza et al., 2020;
Rodriguez-Garcia et al.,, 2007, 2009; Santos-Beneit et al., 2012; Santos-Beneit, Barriuso-
Iglesias, et al., 2011; Santos-Beneit, Rodriguez-Garcia, et al., 2011; Santos-Beneit et al., 2008,
2009; Sola-Landa et al., 2003, 2005, 2008, 2013; Thomas et al., 2012; Wang et al., 2012). La
implicacion de PhoR/P en todos estos procesos celulares es posible, al menos en parte, a la
regulaciéon cruzada con otros TCS, como GInR (Rodriguez-Garcia et al., 2009; Santos-Beneit

et al., 2012; Sola-Landa et al., 2013; Wang et al., 2012).

Este TCS presenta dos sistemas de autorregulacion, por un lado actia como inductor de su
propio operdn (Fernandez-Martinez et al., 2012; Sola-Landa et al., 2005), por otro, activa a

PhoU, que actua como regulador negativo del regulén PHO (Martin-Martin et al., 2017).
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RagK/R (§€04073/72). Este sistema participa en los procesos de desarrollo del micelio aéreo
y esporulacién (San Paolo et al., 2006). Se ha propuesto que este TCS constituye una ruta de
desarrollo independiente de SapB, que permite la integracién de diversos cambios

morfogénicos (San Paolo et al., 2006).

RamR (SC0O6685). Este oRR actia como un regulador central del proceso de morfogénesis
(Nguyen et al., 2002; O’Connor et al., 2002). RamR se encuentra dentro de la ruta de
sefalizacion bld del proceso de desarrollo, y actia como regulador de SapB, un péptido
morfogenético que interviene como surfactante en el desarrollo del micelio aéreo (Figura

IN.4) (Nguyen et al., 2002; O’Connor et al., 2002).

RapA2/Al (SCO5404/03). Este sistema actiia como regulador positivo del antibidtico ACT (Lu
et al., 2007).

RedZ (S€0O5881). Este oRR forma parte del BGC red, y actua junto con RedD como CSR. RedZ
actua como regulador positivo de RedD, que a su vez activa los genes biosintéticos del cluster
redy por tanto la produccidon del antibidtico RED; ademas RedZ presenta una autorregulaciéon
negativa (White & Bibb, 1997). El gen redZ contiene el coddn TTA, por lo que es regulado por
el tRNA BIdA de forma dependiente al proceso de desarrollo (Guthrie et al., 1998; White &
Bibb, 1997).

A nivel estructural, RedZ es un RR atipico, que carece del sitio de fosforilaciéon del dominio
REC (Guthrie et al., 1998). El mecanismo de control alternativo parece estar dado por su
interaccion con la molécula del antibiético RED, producto final de su ruta de sefializacion

(Wang, Tian, et al., 2009).

SatK/R (SC03390/89). Este sistema actlia como un regulador del proceso de esporulacion a
través del control de los clusteres hipersensibles a superenrollamiento (Gongerowska-lac et

al., 2021).

SenS/R (5€C04275/76). Este sistema esta implicado en la respuesta no enzimatica a estrés
oxidativo (Busche et al., 2016). Este TCS actta en conjunto con HbpS, una proteina secretada,
y su ruta de sefializacion parece ser modulada por modificaciones postraduccionales debidas

a estrés redox (Busche et al., 2016).

SitK/R (SC0O4667/68). Este sistema fue descrito de forma paralela al TCS SatKR, ya que forma
parte de los clusteres hipersensibles a superenrollamiento y esta involucrado en la inhibicion

de la esporulacion (Gongerowska-lac et al., 2021).
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VanS/R (SC03589/90). Este sistema controla la resistencia al antibiético vancomicina (Hong
etal., 2004), y es uno de los TCS mejor caracterizados en S. coelicolor. El clUster de resistencia
a vancomicina esta formado por siete genes: vanSRJKHAX (SCO3589/90; SCO3592-96), y esta
regulado positivamente por el TCS VanSR que forma parte del mismo (Hong et al., 2004). La
sefal de activacién de VanS es la propia molécula de vancomicina, que debe encontrarse
unida al precursor del peptidoglicano Lipido Il (Hutchings, Hong, & Buttner, 2006; Koteva et
al., 2010; Kwun et al., 2013; Lockey et al., 2020; Novotna et al., 2016). Recientemente se ha
conseguido obtener la estructura del RR VanR, tanto en su forma inactiva (PDB ID: 7LZ9)

como en su forma activa (PDB ID: 7LZA) (Maclunas et al., 2021).

Whil (SC06029). Este oRR juega un papel clave en el proceso de septacion del micelio aéreo
requerido para la esporulacion, asi como en la maduracién de las esporas (Figura IN.4)
(Chater,1972,1975; Tian et al., 2007; Zhang et al., 2012). Whil es regulado por el factor sigma
especifico de esporulacién WhiG; ademas, presenta una autorregulacion negativa (Ainsa et
al., 1999). Este oRR puede formar heterodimeros funcionales con el oRR BIdM, lo que permite
integrar los procesos de desarrollo del micelio aéreo y la esporulacién (Al-Bassam et al.,

2014).

A nivel estructural cabe destacar que es un RR atipico, y carece del sitio de fosforilacion del

dominio REC (Ainsa et al., 1999; Tian et al., 2007).

5C05282/83. Este sistema estd implicado procesos relacionados con el metabolismo
extracelular, como la secrecion de proteinas o el metabolismo de las envueltas celulares
entre otros (Arroyo-Pérez et al., 2019). Ciertas mutaciones en la HK dan lugar a cambios
morfoldgicos significativos en medio liquido, que son favorables para su crecimiento en

fermentadores industriales (Arroyo-Pérez et al., 2019).

SCO5351. Este oRR actia como un regulador positivo de la produccidn de antibidticos (ACT

y CDA) y del proceso de desarrollo del micelio aéreo y la esporulacion (Lu et al., 2018).

SCO5784/85. Este sistema actia como un regulador positivo de la produccion de los
antibidticos ACT y RED, del proceso de esporulacion y de las proteinas secretadas (Rozas et

al., 2012).

Como se puede ver, los TCS de S. coelicolor actian como pilares fundamentales en la integracion

y coordinacion de la sintesis de antibioticos con el resto de procesos celulares. A pesar de todas

las investigaciones realizadas en esta area, aun quedan muchos sistemas por estudiar que nos

pueden ayudar a desentraiiar la compleja red de regulacidén de este organismo.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La rapida aparicidn y propagacién de bacterias patdgenas resistentes a todos los antibidticos
utilizados por el ser humano es una seria amenaza sanitaria, social y econdmica. El
descubrimiento y desarrollo de nuevos antibiéticos para hacerles frente es prioritario, y las
bacterias del género Streptomyces juegan un papel esencial por su capacidad de sintetizar una

miriada de compuestos con actividades de interés biomédico.

El estudio de los sistemas de regulacién implicados en la produccién de antibiéticos en
organismos modelo como S. coelicolor ofrece muchas posibilidades. Comprender los
mecanismos mediante los que estas bacterias modulan la sintesis de antibidticos, asi como su
papel fisioldgico, es esencial para su aplicacion biotecnoldgica en el resto de estreptomicetos.
Ademas, la manipulaciéon de estas redes de regulacidon puede ser empleada para la obtencién de
cepas hospedadoras optimizadas, que permitan la expresion heterdloga de BGC cripticos y/o
silentes de otros microorganismos que no sean capaces de crecer adecuadamente en

condiciones de laboratorio, o que no sean facilmente manipulables a nivel genético.

Los TCS constituyen uno de los principales sistemas de transduccion de sefiales, y ejercen un
papel clave en el control de la produccion de antibiéticos y en su integracién con el resto de
procesos celulares en respuesta a las condiciones ambientales. Esto ha suscitado el interés de
nuestro grupo de investigacion por su estudio y caracterizacién, lo que ha dado lugar a la
identificacién y estudio de los sistemas AbrA1/A2, AbrC1/C2/C3 y del oRR Aorl durante los
ultimos afios (Antoraz et al., 2017; Becerril et al., 2018; Rico, Santamaria, et al., 2014; Rico,
Yepes, et al., 2014; Rodriguez et al., 2015; Yepes et al., 2011). Al margen de su implicacién en
otros procesos celulares, el primero es un regulador negativo de los antibiéticos enddgenos ACT,
RED y CDA, y ha sido utilizado con éxito en la mejora de la produccidn heterdloga de compuestos
de interés; mientras que los dos ultimos actian como reguladores positivos en la sintesis de ACT,
RED y CDA, y en el caso de AbrC3, ha sido utilizado con éxito en la activacidon de BGC cripticos en
otros organismos. Durante la presente Tesis Doctoral se decidid profundizar en el estudio de
uno de estos sistemas, el oRR Aorl, que parece ejercer un papel central en la fisiologia de S.

coelicolor.

A pesar de que la compleja red de regulacién de S. coelicolor ha sido extensamente estudiada
aun queda mucho por desvelar. Aproximadamente dos tercios de los TCS de este organismo
todavia no han sido descritos, por lo que su identificacidn y analisis es imprescindible para poder
llegar a entender su comportamiento, lo cual representa un gran interés a nivel biotecnolégico.

Durante la presente Tesis Doctoral se decidid caracterizar el TCS SCO2165/66 (se ha denominado
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abrB1/B2), que podria estar implicado en el control de la produccién de antibidticos, en base a

resultados preliminares obtenidos en nuestro grupo de investigacion.

Aunque se han desarrollado multiples metodologias para estudiar los TCS, algunas etapas de su
mecanismo molecular de accién aun representan un serio obstaculo para la investigacion, como
por ejemplo, la activacion de estos sistemas. Identificar los estimulos que detectan las HK y
desencadenan las cascadas de sefializacion resulta esencial para establecer el papel fisioldgico
gue cumplen los TCS, y por tanto, para su manipulacién y aplicacidn biotecnolégica. Por lo tanto,
durante la presente Tesis Doctoral se decidié disefiar y construir una herramienta que permitiera

identificar las sefales de activacidén de las HK en los estreptomicetos.

Teniendo todo esto en cuenta, los objetivos de este trabajo fueron:

1. Caracterizar el papel fisioldgico del Sistema de Dos Componentes SCO2165/66 (abrB1/B2)

de Streptomyces coelicolor y su implicacion en la produccion de antibidticos.

2. ldentificar los genes diana del Regulador de Respuesta huérfano Aorl (SCO2281) de

Streptomyces coelicolor.

3. Disefnar y construir una plataforma para la identificacién de las sefiales de activacién de

las Histidina Quinasas en Streptomyces.
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CAPITULO 1
El Sistema de Dos Componentes AbrB1 /B2

Los TCS implicados en la produccion de antibiéticos en S. coelicolor han sido, desde hace varios
afios, uno de los principales intereses de nuestro grupo de investigacion. Los genes SCO2165/66
codifican un potencial sistema de dos componentes que presenta similitud a nivel de secuencia
con el sistema AbsA1/A2, uno de los primeros reguladores de la produccidon de antibidticos
descritos en S. coelicolor (Adamidis et al., 1990), por lo que se selecciond para su mutacién y
analisis (Yepes, 2006). Se construyd una cepa mutante mediante la tecnologia REDIRECT (Gust
et al., 2003) en la que se reemplazaron los genes SCO2165/66 (que se denominaron abrB1/B2)
con el casete de resistencia a apramicina aac3-1V. Sin embargo, en las diferentes aproximaciones
que se realizaron para su analisis (Minatelli, 2015; Sanz, 2014; Yepes, 2006) se observé una
excesiva variabilidad en el comportamiento fenotipico de la cepa, tanto en términos de
crecimiento y diferenciacion morfolégica como en términos de produccién de antibidticos, lo
gue podria ser debido a que no se realizd una delecién limpia de los genes. Por lo tanto, en el
presente trabajo se decidié generar una nueva cepa mutante de este sistema mediante la
tecnologia CRISPR-Cas9 (Tong et al., 2015), y se procedié a su andlisis detallado in silico,
fenotipico, transcripcional y transcriptdmico para determinar el papel fisiolégico de este sistema
de dos componentes, con especial énfasis en su implicacion en la regulacién de la produccidn

de antibidticos en S. coelicolor, de cara a su potencial aplicacién biotecnoldgica.

En este capitulo se desarrollard el Objetivo 1: “Caracterizar el papel fisioldgico del Sistema de
Dos Componentes SC02165/66 (abrB1/B2) de Streptomyces coelicolor y su implicacién en la

produccidn de antibidticos”.
C1.1 - Analisis in silico de AbrB1/B2

Como primer paso en el estudio detallado de este sistema se procedié al analisis in silico de cada
uno de sus componentes, tanto a nivel génico como proteico. La busqueda y analisis de las
secuencias génicas y proteicas, el analisis de dominios proteicos, el analisis de la topologia
proteica y la prediccion de la estructura secundaria proteica se realizé con las bases de datos y

programas recogidos en el apartado “MM.12 - Bioinformdtica”.

AbrB1/B2 es un TCS candnico, formado por un RR codificado por el gen SCO2165 al que

denominamos abrB1, y una HK codificada por el gen SCO2166 a la que denominamos abrB2. La

53



CAPITULO 1: El Sistema de Dos Componentes AbrB1/B2

secuencia codificante de dichos genes solapa en cuatro nucledtidos y parece formar un operdn,
como es habitual en este tipo de sistemas de regulacién. Las caracteristicas generales génicas y

proteicas se detallan en la Figura C1.1.

El RR AbrB1 es una proteina de 227 aminoacidos (24,4 kDa) que presenta un domino receptor
REC (aa 3-119) que contiene el sitio de fosforilacion (Asp55) y presenta una topologia tipica
(Ba)s; y un dominio de unién a DNA HTH-LuxR (aa 162-218), perteneciente a la familia NarL. La
HK AbrB2 es una proteina de 416 aminoacidos (43,9 kDa) que presenta tres regiones
transmembrana (aa 21-36, 46-48, 120-142), un dominio extracelular de recepcién de la sefal (aa
69-119) entre la segunda y tercera region transmembrana, un dominio de dimerizacidén HisKA3
(aa 193-261) que contiene el sitio de fosforilacién (His203), y un dominio HATPase-c (aa 286-

399). El analisis de dominios, estructura secundaria y topologia se detalla en la Figura C1.2.

En términos de ontologia génica, AbrB1 se encuadra en los procesos biolégicos de transduccion
de sefiales via fosfato (GO:0000160) y regulacién de la transcripcion (GO:0006355), con una
funcién molecular de unidén a DNA (GO:0003677). Por otro lado, AbrB2 se enmarca en el proceso
bioldgico de transduccion de sefales via fosfato (GO:0000160), se localiza como componente
integral de la membrana plasmatica (GO:0016021) y con unas funciones moleculares de sensor

con actividad quinasa (GO:0000155) y actividad de dimerizacién proteica (GO:0046983).

El sistema AbrB1/B2 se encuentra altamente conservado en multitud de especies bacterianas
mas o menos cercanas a nivel filogenético, especialmente en el caso del RR AbrB1. Se
encontraron homdlogos en especies pertenecientes a otros filos bacterianos, como
Dehalobacter sp. FTH1 (filo Firmicutes) o Microbulbifer variabilis (filo Proteobacteria), con una
similitud a nivel de secuencia proteica del 67,2% y 65,5% respectivamente en el caso de los RR
(Figura C1.3.A). Dentro del género Streptomyces, el nivel de conservacion de este sistema es
extremadamente alto; el promedio de similitud a nivel de secuencia proteica en 22 especies
analizadas es del 90,5% para el RR y del 78,8% para la HK (Figura C1.3.B). Este grado de
conservacién no solo se observa en términos de secuencia proteica, sino que también se puede
apreciar en el contexto gendmico, ya que los genes adyacentes también se encuentran

conservados y presentan una distribucion idéntica (Figura C1.3.C).
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proteica.
Streptomyces.

[C] Conservacion del contexto gendmico de abrB1/B2 en diferentes especies de
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C1.2 - Construccion de la cepa Streptomyces coelicolor M145 AabrB1/B2

La cepa carente del sistema AbrB1/B2 que se habia generado previamente en el laboratorio para
el estudio de este sistema de regulacién no era adecuada ya que presentaba un comportamiento
fenotipico excesivamente variable. Esto podria ser debido a que en esta cepa no se realizé una
delecion limpia de los genes abrB1/B2, sino que se reemplazaron por el casete de resistencia a
apramicina aac3-1V. Por ello, se decidié generar una nueva cepa mutante mediante la tecnologia

CRISPR-Cas9 (Tong et al., 2015).

La delecidon de genes mediante esta tecnologia requiere tres elementos clave: una endonucleasa
de DNA (Cas9), una molécula de RNA (sgRNA) que recluta a la enzima Cas9 y la dirige a una
secuencia especifica donde se realizard el corte, y una secuencia molde que permite la
reparacion de la rotura mediante recombinacién homadloga (se emplean las regiones adyacentes
a los genes a delecionar). Se disefié un sgRNA para dirigir el corte de la enzima Cas9 contra los
genes abrB1/B2 (Figura C1.4.A); y se construyeron los plasmidos pCRISPR-Cas9-sgB, que
contiene la enzima Cas9 y la secuencia codificante para el sgRNA disefiado contra abrB1/B2,y el
pldsmido pCRISPR-Cas9-AbrB, que ademas de lo anterior también incluye un molde para la
recombinacidn homdloga con las regiones adyacentes (tanto a 5 como a 3’) de los genes

abrB1/B2 (los detalles se indican en el apartado “MM.6 - Disefio y construccion de vectores”).

Se introdujeron los plasmidos pCRISPR-Cas9, pCRISPR-Cas9-sgB y pCRISPR-Cas9-AbrB en la cepa
silvestre S. coelicolor M145 por conjugacion interespecifica a través de E. coli ET12567 / pUZ8002
(Figura C1.4.B). Se comprobéd que el sistema CRISPR funcionaba correctamente, ya que no se
obtuvieron colonias al introducir el plasmido pCRISPR-Cas9-sgB; esto es debido a que la enzima
Cas9 produce un corte en el genoma guiada por el sgRNA que, en este caso, no puede ser
reparado debido a la ausencia de un molde de recombinacién homdloga (ademas, S. coelicolor
carece de un sistema de reparacidén de extremos no homologos). Al introducir el plasmido
pCRISPR-Cas9-AbrB, si se obtuvieron colonias, ya que en este caso si se incluyen las regiones
adyacentes a abrB1/B2 en el plasmido como molde, por lo que en estas colonias tuvo lugar la
delecion de abrB1/B2 durante la reparacién por recombinacién homdloga. Se seleccionaron
varias de estas colonias y se llevd a cabo la eliminacion del plasmido pCRISPR-Cas9-AbrB
(plasmido termosensible). Posteriormente se obtuvo DNA gendmico de varios clones y se
comprobd por PCR que los genes abrB1/B2 habian sido correctamente delecionados (Figura
C1.4.C). Los detalles del proceso de construccidn de esta cepa se indican en el apartado “MM.8

- Edicion gendmica mediante CRISPR-Cas9”.
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Figura C1.4. Delecion de los genes abrB1/B2 mediante CRISPR-Cas9. [A] Secuencia diana
seleccionada para dirigir el corte de la enzima Cas9 contra los genes abrB1/B2. [B] Placas resultantes
de la introduccion en la cepa S. coelicolor M145 de los plasmidos pCRISPR-Cas9 (plasmido control
vacio), pCRISPR-Cas9-sgB (control de corte; codifica el sgRNA y la enzima Cas9) y pCRISPR-Cas9-AbrB
(codifica el sgRNA y la enzima Cas9, y contiene el molde para la reparacién por recombinacién
homdloga) por conjugacion interespecifica. [C] Comprobacién de la delecién de los genes abrB1/B2
mediante PCR. Se utilizan tanto oligonucleétidos externos (CE: RCD-005 / RCD-006) como internos
(Cl: RCD-007 / RCD-008) a la zona delecionada. En el esquema se indica el tamafio esperado para los
fragmentos amplificados por PCR en la cepa S. coelicolor M145 (wt) y S. coelicolor M145 AabrB1/B2
(AB).
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C1.3 - Anadlisis fenotipico del mutante AabrB1/B2

El fenotipo de la cepa S. coelicolor M145 AabrB1/B2 se analizé comparandolo con el de la cepa
silvestre en multiples medios de cultivo: NMMP, YEPD, NB, R2YE, R5A, LB y PGB (Figura C1.5).
No se observaron diferencias relativas al desarrollo y diferenciacion morfolégica (desarrollo de
micelio aéreo y esporulacidn) en ninguno de los medios analizados. Sin embargo, si se observé
un aumento en la produccion del antibiético ACT (halo azul mayor y/o mas intenso alrededor de
las colonias) en la cepa mutante en comparacion con la silvestre en los medios NMMP, YEPD y
NB. Teniendo en cuenta estos resultados, se selecciond el medio NMMP para continuar
el estudio del sistema AbrB1/B2y es el que se usé en todos los ensayos y analisis posteriores.
ACT es un antibidtico activo frente a bacterias Gram-Positivas, por lo que se realizd un ensayo
de antibiosis contra Staphylococcus epidermidis y Enterococcus faecalis (Figura C1.6.A). De
forma acorde a la mayor produccién de ACT observada, la cepa carente del sistema AbrB1/B2

produce un mayor halo de inhibicidn frente a ésas en comparacion a la cepa silvestre.

Paralelamente se realizaron ensayos de complementacion y sobreexpresién para comprobar si
las diferencias fenotipicas observadas en la cepa mutante eran consecuencia de la eliminacion
del sistema de dos componentes AbrB1/B2, o se debian a efectos polares o cortes inespecificos
que pudieran haber tenido lugar durante la obtencidn de la cepa mutante mediante CRISPR-
Cas9. Por un lado, la introduccion del plasmido integrativo pKCAbrB (incluye los genes abrB1/B2
bajo el control de su propio promotor) complementa el fenotipo, eliminando el incremento en
la produccién de ACT observado en la cepa AabrB1/B2 (Figura C1.6.B). Por otro lado, la
sobreexpresion de los genes abrB1/B2 a través del plasmido multicopia pNAbrB (los genes
abrB1/B2 se encuentran bajo el control de su propio promotor) en la cepa silvestre disminuye
la produccion de antibidticos (Figura C1.6.C). Por lo tanto, estos resultados confirman que el

fenotipo observado en la cepa mutante se debe a la delecién de abrB1/B2.

Para un analisis fenotipico mds detallado, se realizé una curva de crecimiento de las cepas
silvestre y AabrB1/B2 donde se monitorizd la germinacidén de las esporas, el desarrollo del
micelio a nivel microscdpico, la biomasa de los cultivos y la produccién de los antibiéticos ACT y
RED (Figura C1.7). En las condiciones de cultivo ensayadas no se observaron diferencias entre
ambas cepas en cuanto al tiempo de germinacién (8 horas) ni en términos de crecimiento; no se
encontraron diferencias significativas entre ambas curvas de crecimiento cuando se analizan con
un test de permutacién CGGC (Elso et al., 2004). Sin embargo, si se observa un incremento
significativo de la produccién tanto de RED como de ACT en la cepa mutante AabrB1/B2 en

comparacion a la cepa silvestre.
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Figura C1.5. Analisis fenotipico del mutante AabrB1/B2: comportamiento en diferentes medios de
cultivo. Comparacion de la produccion de actinorrodina (halo azul alrededor de las colonias) y del
proceso de diferenciaciéon en las cepas S. coelicolor M145 (wt) y S. coelicolor M145 AabrB1/B2 (AB) a
diferentes tiempos de cultivo (1, 5y 11 dias) y en diferentes medios sélidos (NMMP, YEPD, NB, R2YE,
R5A, LB y PGB). Se muestran fotografias de la parte superior de las placas [A], asi como de la parte
inferior [B].
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Finalmente se estudié si la eliminacién del sistema de dos componentes AbrB1/B2 en S.
coelicolor M145 induce la produccidon de compuestos con actividad antibiética frente a Gram- o
actividad antifungica. Para ello, se realizd un ensayo de antibiosis frente a las bacterias
Escherichia coli, Pseudomonas putida, Enterobacter aerogenes y Acinetobacter baylyi; asi como
frente a los hongos fitopatdgenos Phytophtora cactorum, Phoma exigua, Sclerotium cepivorum,
Fusarium solani, Sclerotinia sclerotiorum y Rhizoctonia solani (Figura C1.8). No se observé halo
de inhibicion en ninguno de los casos, a excepcion de P. putida, donde aparecié un pequefio

halo difuso al enfrentarla a la cepa mutante AabrB1/B2.
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pPKC796A: Control (plasmido vacio) pPN702GEM3: Control (plasmido vacio)
pKCAbrB: Complementacion AbrB1/B2 pNBADbrB: Sobreexpresién AbrB1/B2

Figura C1.6. Analisis fenotipico de AbrB1/B2: ensayos de antibiosis (bacterias Gram-Positivas),
complementacion y sobreexpresion. [A] Ensayo de antibiosis: efecto inhibitorio de la cepa silvestre
S. coelicolor M145 (wt) y la cepa mutante AabrB1/B2 (AB) (cultivadas en medio NMMP) en el
crecimiento de un césped de las bacterias Gram-Positivas Staphylococcus epidermidis (S.epid.) y
Enterococcus faecalis (E.faec.). Se incluyen fotografias de la parte superior de las placas, asi como la
comparacion de los halos de inhibicion generados en cada caso (las barras de error muestran la
desviacion estandar de cuatro réplicas). *Significacion estadistica: valor p < 0,05 [B]
Complementacion de la produccion de actinorrodina en la cepa S. coelicolor M145 AabrB1/B2 /
pKCAbrB en medio NMMP tras 5 dias de cultivo. Como control se incluyen las cepas silvestre (wt) y
mutante (AB) con el plasmido vacio pKC796A. Se muestran fotografias de la parte superior e inferior
de las placas. [C] Sobreexpresion de los genes abrB1/B2 (plasmido pNBAbrB) en la cepa silvestre (wt)
en medio NMMP tras 10 dias de cultivo. Como control se incluye la cepa silvestre (wt) con el
plasmido vacio pN702GEM3. Se muestran fotografias de la parte superior e inferior de las placas.
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Figura C1.7. Anilisis fenotipico de AbrB1/B2: curva de crecimiento, produccién de antibidticos y
analisis microscépico (medio liquido). [A] Curva de crecimiento de las cepas silvestre (wt; circulos
azules) y mutante AabrB1/B2 (AB; triangulos naranjas) en medio liquido NMMP; se incluye la
produccion de los antibiéticos undecilprodigiosina (RED) y actinorrodina (ACT). Las barras de error
muestran la desviacion estandar de cuatro réplicas. *Significacién estadistica: valor p < 0,05 [B]
Analisis microscopico de la germinacion y el crecimiento de las cepas silvestre (wt) y mutante
AabrB1/B2 (AB). La barra blanca en la parte superior derecha de cada microfotografia se
corresponde con 50 pm.
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wt
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Figura C1.8. Anilisis fenotipico de AbrB1/B2: ensayos de antibiosis (bacterias Gram-Negativas y
hongos). [A] Ensayo de antibiosis: efecto inhibitorio de la cepa silvestre S. coelicolor M145 (wt) y la
cepa mutante AabrB1/B2 (AB) (cultivadas en medio NMMP) en el crecimiento de las bacterias Gram-
Negativas Escherichia coli, Pseudomonas putida, Enterobacter aerogenes y Acinetobacter baylyi. Se
incluyen fotografias de la parte superior de las placas. [B] Ensayo de antibiosis: efecto inhibitorio de
la cepa silvestre S. coelicolor M145 (wt) y la cepa mutante AabrB1/B2 (AB) (cultivadas en medio
NMMP) en el crecimiento de los hongos fitopatégenos Phytophtora cactorum, Phoma exigua,
Sclerotium cepivorum, Fusarium solani, Sclerotinia sclerotiorum y Rhizoctonia solani. Se incluyen
fotografias de la parte superior de las placas.

Todos estos resultados indican que el sistema de dos componentes AbrB1/B2 actia como un
regulador negativo de la produccién de antibidticos en S. coelicolor, y que no parece ejercer un
efecto significativo sobre el desarrollo y diferenciacion morfolégica. Ademas, la nueva cepa
mutante obtenida mediante CRISPR presenta un comportamiento fenotipico estable, a
diferencia de la generada previamente, por lo que es adecuada para el estudio de este sistema

de dos componentes.
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C1.4 - Analisis fenotipico de mutantes en los sistemas AbrB1/B2 y AbrA1/A2

AbrA1/A2 es otro TCS previamente estudiado en nuestro laboratorio que actiia como regulador
negativo de la produccién de antibidticos (Rico, Yepes, et al., 2014; Yepes et al., 2011). Se decidié
estudiar de forma conjunta ambos sistemas de regulacién para analizar su efecto sobre la

produccién de antibidticos en S. coelicolor.

Como primer paso se construyd la cepa S. coelicolor M145 AabrA1/A2 AabrB1/B2. Se utilizaron
los mismos plasmidos que en la construccion de la cepa S. coelicolor M145 AabrB1/B2, y se siguio
el mismo procedimiento, con la diferencia de que, en lugar de la cepa silvestre, la delecién por
CRISPR-Cas9 de abrB1/B2 se realizé en la cepa S. coelicolor M145 AabrA1/A2 previamente

obtenida en el laboratorio, también mediante la tecnologia CRISPR-Cas9 (Antoraz, 2018).

Se analizé el fenotipo de la cepa silvestre, las cepas mutantes con las deleciones individuales de
cada sistema de dos componentes y la cepa carente de ambos sistemas (Figura C1.9). El
aumento en la produccion de ACT fue mayor en el caso de la cepa mutante AabrA1/A2 en
comparacion con la cepa AabrB1/B2; sin embargo, en la cepa carente de ambos sistemas no se
observé un efecto aditivo o sinérgico en cuanto a la produccién de antibidticos, sino que
presentd un fenotipo idéntico al mutante sencillo AabrB1/B2. Ademas, la cepa mutante
AabrA1/A2 también presento alteraciones en la diferenciacién morfoldgica, aunque este efecto

fenotipico tampoco se observo en el doble mutante AabrA1/A2 AabrB1/B2.

La regulacién ejercida por el sistema AbrB1/B2 parece predominar sobre la regulacién de

AbrA1/A2; por lo que se decidié no proseguir con el andlisis conjunto de ambos sistemas.

wt AA AB AAB

7 dias

11 dias

Figura C1.9. Analisis fenotipico conjunto de AbrB1/B2 y AbrA1/A2. Anilisis fenotipico de las cepas
S. coelicolor M145 (wt), S. coelicolor M145 AabrA1/A2 (AA), S. coelicolor M145 AabrB1/B2 (AB) y S.
coelicolor M145 AabrA1/A2 AabrB1/B2 (AAB) en medio NMMP a diferentes tiempos de cultivo (7 y
11 dias). Se muestran fotografias de la parte superior de las placas.
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C1.5 - Produccidon heterdloga de antibioticos

Los resultados fenotipicos obtenidos sefialan que AbrB1/B2 es un regulador negativo de la
produccién de antibidticos, y su delecion induce un incremento significativo de los antibidticos
enddgenos de S. coelicolor (ACT y RED). Teniendo esto en cuenta, se decidié analizar el potencial
de S. coelicolor M145 AabrB1/B2 como cepa hospedadora para la produccion heterdloga de
compuestos con actividades de interés, como antibidticos y antitumorales. Para ello, se
introdujeron las rutas de sintesis de oviedomicina y mitramicina en las cepas silvestre y mutante
AabrB1/B2, a través de los césmidos cosAB4 (contiene la ruta de biosintesis de oviedomicina,
como control se utilizd el vector vacio pKC505) y pMTMF (contiene la ruta de biosintesis de

mitramicina, como control se utilizo el vector vacio pCLY10).

La oviedomicina es una anguciclina (poliquétido aromatico) producida por Streptomyces
antibioticus ATCC11891 (Lombd et al, 2004; Méndez et al., 2002) y Streptomyces
ansochromogenes (Xu, Zhang, et al., 2017). Este compuesto presenta actividad antibidtica
frente a bacterias Gram-Positivas y actividad antitumoral in vitro frente a las lineas celulares
humanas A549 (cancer de pulmén), HepG2 (cancer de higado) y MCF-7 (cancer de mama)

(Xu, Zhang, et al., 2017).

La mitramicina (también conocida como plicamicina) es un glucésido de la familia del acido
auredlico producida por varias especies de Streptomyces, como S. argillaceus ATCC12956
(Lombo et al., 1996; Rao et al., 1960). Este compuesto presenta actividad antibiética frente a
bacterias Gram-Positivas y actividad antitumoral, entre otras; se ha utilizado en el tratamiento
de céncer testicular (Brown & Kennedy, 1965; Kennedy & Torkelson, 1995) y de la enfermedad
Osea de Paget (Condon et al., 1971; Ryan et al., 1970), y se ha investigado su aplicacién en otras
enfermedades como cdncer pancreatico (Gao et al., 2011) o enfermedades neurodegenerativas

(Osada et al., 2013).

La produccidn de oviedomicina y mitramicina se evalué mediante el analisis de extractos de los
sobrenadantes por separacidon cromatografica y ensayos de antibiosis frente a bacterias Gram-
Positivas (los detalles de los ensayos se indican en los apartados correspondientes de
“Materiales y Métodos”). La cepa carente del sistema AbrB1/B2 presenté un aumento
significativo de la produccién tanto de oviedomicina (Figura C1.10) como de mitramicina (Figura
C1.11). Se observé tanto una mayor cantidad de estos compuestos en los analisis
cromatograficos como un mayor halo de inhibicién en los ensayos de antibiosis frente a las

bacterias Bacillus subtilis, Micrococcus luteus y Staphylococcus epidermidis.
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Figura C1.10. Produccion heteréloga de oviedomicina. [A] BGC de la oviedomicina. [B] Analisis por
HPLC de extractos de sobrenadantes de cultivos en medio NMMP de las cepas silvestre (wt) y
mutante AabrB1/B2 (AB) transformados con pKC505 (control) y CosAB4 (cosmido que contiene el
clister biosintético de la oviedomicina). Se muestran los cromatogramas de una de las réplicas de
cada cepa (izquierda); asi como los valores correspondientes al pico de la oviedomicina (tiempo de
retencién: 4,95 min), las barras de error muestran la desviacion estandar de dos réplicas.
*Significacion estadistica: valor p< 0,05. [C] Espectro de masas correspondiente al pico con un
tiempo de retencién de 4,95 min, y estructura de la oviedomicina. [D] Ensayo de antibiosis de
extractos de sobrenadantes resuspendidos en DMSO. El ensayo se realizd contra varias bacterias
Gram-Positivas: Bacillus subtilis, Micrococcus luteus y Staphylococcus epidermidis.
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Figura C1.11. Produccion heterdloga de mitramicina. [A] BGC de la mitramicina. [B] Analisis por
UPLC de extractos de sobrenadantes de cultivos en medio NMMP de las cepas silvestre (wt) y
mutante AabrB1/B2 (AB) transformados con pCLY10 (control) y pMTMF (césmido que contiene el
clister biosintético de la mitramicina). Se muestran los cromatogramas de una de las réplicas de
cada cepa (izquierda); asi como los valores correspondientes al pico de la mitramicina (tiempo de
retencién: 4,48 min), las barras de error muestran la desviacion estandar de dos réplicas.
*Significacion estadistica: valor p< 0,05. [C] Cromatograma (UPLC) de mitramicina pura, y estructura
de la mitramicina. [D] Ensayo de antibiosis de extractos de sobrenadantes resuspendidos en DMSO.
El ensayo se realizd contra varias bacterias Gram-Positivas: Bacillus subtilis, Micrococcus luteus y
Staphylococcus epidermidis.
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C1.6 - Analisis transcripcional de AbrB1/B2

El patréon de expresion a nivel transcripcional de abrB1 y abrB2 se determind mediante RT-qPCR
(PCR cuantitativa de transcripcidn reversa) en la cepa silvestre a 24, 36, 48 y 60 horas (Figura
C1.12). Ambos genes se expresan durante todos los tiempos estudiados, observdndose la
maxima expresion a las 24 horas (mitad de la fase exponencial de crecimiento). Los niveles de
expresidon descienden a las 36 horas hasta alcanzar una expresién constante a 48 y 60 horas.
Ademas, se observa una mayor expresién del gen abrB2 con respecto a abrB1, como es
esperable al encontrarse al inicio del operdon. Como control se analizd también la cepa

AabrB1/B2, en la que no se detectd expresidon de ninguno de estos genes.
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Figura C1.12. Analisis transcripcional de AbrB1/B2. [A] Expresion de los genes abrB1 y abrB2 a 24,
36, 48 y 60 horas en medio NMMP (analisis realizado por RT-gPCR). La normalizacién se realizé en
base a la expresion del gen rpsL (SCO4659). Las barras de error muestran la desviacién estandar de
cuatro réplicas. No hay diferencias significativas entre la expresion a 48 y 60 horas en cada gen.
Como referencia para la interpretacion del grafico se incluyen la distribucién de los genes abrB1/B2 y
la curva de crecimiento de S. coelicolor M145 en NMMP. [B] Curva de fusién de los productos de la
RT-qPCR correspondientes al gen abrB1. El drea coloreada muestra la desviacion estandar. [C] Curva
de fusidn de los productos de la RT-qPCR correspondientes al gen abrB2. El area coloreada muestra
la desviacion estandar.
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C1.7 - Analisis transcriptomico

Para determinar la cascada de regulacién del sistema AbrB1/B2 se realizé un anilisis
transcriptomico global de la cepa silvestre y de la cepa mutante AabrB1/B2 mediante RNAseq.
Teniendo en consideracion las observaciones fenotipicas y transcripcionales realizadas hasta el
momento, se decidio realizar el analisis transcriptémico a 24 y 36 horas (en medio NMMP), que
se corresponden con la mitad y el final de la fase exponencial de crecimiento, y en las que existe
una mayor expresion de los genes abrB1/B2. Ademas, a 36 horas ya se detecta produccidn del
antibiético RED, por lo que estos tiempos suponen una ventana éptima para identificar la via de
regulacion por la que se encuentra actuando AbrB1/B2 en relacidn con la produccién de

antibidticos.

Se monitorizé el comportamiento fenotipico de las muestras que iban a ser procesadas para su
analisis transcriptomico, y se evalud la calidad del RNA extraido (Figura C1.13). En todas las
muestras el crecimiento, desarrollo y produccién de antibidticos fue similar al observado en los
experimentos previos. Ademas, la calidad del RNA obtenido fue d6ptima, con valores de RIN

(Numero de Integridad del RNA) superiores a 7, y ratios de rRNA 28S/18S superiores a 1.

La secuenciacion de los transcriptomas (RNAseq) de las diferentes muestras analizadas fue
realizada por la empresa Macrogen, los detalles se indican en el apartado “MM.4.8 - Andlisis
transcriptémico por RNAseq”. Los datos de secuenciacién obtenidos se convirtieron a formato
FASTQ mediante el paquete bcl2fastq, y se depositaron en la base de datos NCBI SRA
(BioProject_ID: PRINA637401%; BioSample_Accesions: SAMN15105054, SAMN15105055,
SAMN15105056, SAMN15105057). El procesamiento de los datos se realizé en colaboracién con
el Dr. Juan F. Alzate (Centro Nacional de Secuenciacién Genémica, Universidad de Antioquia,
Colombia). Se utilizé el software RaNA-Seq (Prieto & Barrios, 2020) para el preprocesamiento
por fastp 0.19.4 (Chen et al., 2018) y la cuantificacién por salmon 0.9.1 (Patro et al., 2017). Se
obtuvieron entre 36 y 52 millones de lecturas totales de cada libreria durante el proceso de
secuenciacioén, de las cuales aproximadamente el 99% pasaron los filtros de calidad (secuencias
muy cortas, con demasiadas Ns, etc.). Tras este filtrado, los valores de calidad de Q30 se
encontraron en torno al 96%. Entre el 89% y el 94% de las secuencias filtradas fueron mapeadas
correctamente en el genoma de referencia (Streptomyces coelicolor A3(2); GenBank_ID:

NC_003888).

1 https://www.ncbi.nIm.nih.gov/bioproject/PRINA637401

70


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA637401

CAPITULO 1: El Sistema de Dos Componentes AbrB1/B2

(A w (B AB
= 3 = 3
€ €
5 =
g 2 g 2
o o
9 1 g 1
(75) (73]
o (o]
o 0 & 0
a a.
0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48 60
Tiempo (h) Tiempo (h)
24 h 36h
—_ 4 1 *
-1+
£ 3] I
b=
P T Owt
a mAB
e 17
0 [
24 36
Tiempo (h)
wt (24 h) wt (36 h) OB (24 h) 0B (36 h)
RIN| 10 | 97 98|96 | 95| 97|99 | 98 89|97 97| 98
RatiorRNA | 1,2 | 12 | 1,2 | 1,2 | 1,2 | 1,2 | 12 | 1,3 | 1,1 | 1.3 | 15 | 14
28S
300 185 wt 300 Jss AB
36h 36h
200 200 185
2 2
100 100
0 | | | 0 | | |
25 1000 4000 nt 25 1000 4000 nt

Figura C1.13. Control fenotipico de las muestras analizadas por RNAseq y evaluacion de la calidad
del RNA. [A] Control de crecimiento de las muestras de la cepa silvestre (wt) analizadas por RNAseq.
Se incluye como referencia la curva de crecimiento de esta cepa. [B] Control de crecimiento de las
muestras de la cepa AabrB1/B2 (AB) analizadas por RNAseq. Se incluye como referencia la curva de
crecimiento de esta cepa. [C] Control de produccién del antibidtico undecilprodigiosina de las
muestras analizadas por RNAseq. *Significacidn estadistica: valor p < 0,05. [D] Control de crecimiento
a nivel microscdpico de las muestras analizadas por RNAseq. La barra blanca en la parte superior
derecha de cada microfotografia se corresponde con 50 um. [E] Evaluacidon de la calidad del RNA de
las muestras analizadas por RNAseq. Se muestran los valores de RIN (nimero de integridad del RNA)
y el ratio de rRNAs 285/18S. [F] Ejemplos de electroferogramas de RNA obtenidos de dos de las
muestras analizadas por RNAseq; una se corresponde a la cepa silvestre y la otra la cepa mutante (en
ambos casos se tratan de cultivos de 36 horas).
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El andlisis de la expresidn diferencial génica se realizd con DEseq2 (se aplicd un test de Wald y
un ajuste paramétrico). Las muestras analizadas se agruparon perfectamente en funciéon de la
cepa y el tiempo de cultivo al aplicar un andlisis de componentes principales (Figura C1.14.A).
Antes de proceder al andlisis de los datos normalizados de expresidn diferencial se aplicaron los
siguientes filtros: padj< 0,05y |FC| = 2. Por un lado, a las 24 horas de cultivo se identificaron 15
genes diferencialmente expresados entre la cepa silvestre (S. coelicolor M145) y la cepa mutante
(S. coelicolor M145 AabrB1/B2); de los cuales 6 genes se encontraban sobreexpresados, y 9
genes subexpresados, en la cepa mutante con respecto a la cepa silvestre (Figura C1.14.B). Por
otro lado, a las 36 horas de cultivo se identificaron 88 genes diferencialmente expresados entre
la cepa silvestre y la cepa mutante AabrB1/B2; de los cuales 51 genes se encontraban
sobreexpresados, y 37 genes subexpresados, en la cepa mutante con respecto a la cepa silvestre
(Figura C1.14.B). Los genes diferencialmente expresados con papel biolégico conocido
pertenecen a los siguientes procesos: respuesta a estrés, metabolismo primario, metabolismo

secundario y desarrollo / diferenciacion (Figura C1.15).
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Figura C1.14. Analisis transcriptomico por RNAseq. [A] Anadlisis de componentes principales (PCA)
de las muestras analizadas por RNAseq: triplicados de la cepa silvestre (wt) y de la cepa AabrB1/B2
(AB) cultivados durante 24 y 36 horas en medio NMMP. [B] Nimero de genes sobreexpresados (FC >
2) y subexpresados (FC < -2) en la cepa AabrB1/B2 con respecto a la cepa silvestre a 24 y 36 horas.
Los genes seleccionados presentaban padj < 0,05.
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Figura C1.15.
muestran los

Anilisis de los genes diferencialmente expresados por la delecién AabrB1/B2. Se
genes diferencialmente expresados en la cepa AabrB1/B2 con respecto a la cepa

silvestre organizados en funcién del proceso bioldgico al que estan asociados. Se incluyen también
aquellos genes con funcion y/o papel bioldgico desconocidos. Los genes sobreexpresados en la cepa
mutante se muestran en color verde, mientras que los genes subexpresados se muestran en color
magenta; también se indican los operones mediante lineas azules entre los genes que los forman.
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C1.7.1 - Genes implicados en respuesta a estrés

Los genes expresados diferencialmente entre las cepas silvestre y mutante AabrB1/B2

relacionados con la respuesta a diferentes tipos de estrés se muestran en la Tabla C1.1.

Tabla C1.1. Genes diferencialmente expresados por la delecion AabrB1/B2 relacionados con la
respuesta a diferentes tipos de estrés. Los genes subexpresados en la cepa mutante (FC < -2) aparecen
marcados en rosa.

Gen Nombre Tiempo ::EB /W) padj Producto Referencia

Resistencia a vancomicina

SC03589 | vanS 36 h -2,2 1,8E-5 Histidina quinasa (TCS)

SCO3590 | vanR 36h -2,5 9,1E-6 Regulador respuesta (TCS)

SC03592 | vanJ 36h -3,9 1,1E-4 Producto desconocido

SC0O3593 | vank 36 h -4,2 1,7E-6 Transferasa (Hong et al., 2004)

SC03594 | vanH 36h -4,0 1,6E-6 D-Lactato deshidrogenasa

SC03595 | vanA 36 h -4,3 2,3E-7 D-Ala : D-Lac ligasa

SC0O3596 | vanX 36 h -3,6 1,3E-4 D-Ala : D-Ala dipeptidasa

Respuesta a estrés oxidativo

SC04224 | - 36h -2,3 1,0E-2 Lantionina sintetasa (Darbon et al., 2012)

$C05031 | ahpD | 36h 31 | 1,083 | Alauilhidroperoxido (Hahn et al., 2002)
reductasa

Respuesta a estrés por frio

$C03731 | scoF1 | 36h 23 | 5063 | Proteina shock por frio ‘S'Z‘\’IL'IEZCSC;OO)

Resistencia a vancomicina

El cluster completo de resistencia a vancomicina, vanSRJIKHAX (SCO3589/90; SCO3592-96) se
encontro subexpresado en la cepa mutante a 36 horas. Este cluster se divide en cuatro unidades

transcripcionales: vanSR, vanJ, vanK'y vanHAX.

La vancomicina es un antibidtico glucopeptidico que inhibe la sintesis de la pared celular al
unirse a precursores del peptidoglicano (se une al extremo D-Ala-D-Ala del Lipido Il) y bloquear
la formacién de entrecruzamientos necesarios para generar una pared celular funcional.
La vancomicina solo afecta a bacterias Gram-Positivas (no puede atravesar la membrana
externa presente en bacterias Gram-Negativas), y su importancia clinica es clave, ya que es
el Unico tratamiento efectivo contra Staphylococcus aureus MRSA. El clUster de resistencia a
vancomicina (van) estd presente en multiples patdgenos humanos (Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecium, etc.) y en varios actinomicetos (productores de antibidticos
glucopeptidicos: Amycolatopsis orientalis, Streptomyces toyocaensis, etc.; y no productores:

Streptomyces coelicolor) (Hong et al., 2008).
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El cluster de resistencia a vancomicina esta controlado por el sistema de dos componentes
VanSR que forma parte del mismo. En S. coelicolor, la seial de activacion de VanS es la propia
molécula de vancomicina, que debe encontrarse unida al precursor del peptidoglicano Lipido Il
(Hutchings, Hong, & Buttner, 2006; Koteva et al., 2010; Kwum et al., 2013; Lockey et al., 2020;
Novotna et al., 2016). En ausencia de vancomicina, VanS actia como fosfatasa de VanR (que
puede ser fosforilado via acetilfosfato en estas condiciones). En presencia de vancomicina, VanS
pasa a actuar como quinasa, lo que permite la activacidon de VanR, que a su vez activa el cldster
de resistencia a vancomicina completo (Hutchings, Hong, & Buttner, 2006). La resistencia a
vancomicina se logra al modificar la sintesis de la pared celular, sustituyendo el extremo D-Ala-
D-Ala del Lipido Il por D-Ala-D-Lac, que no es reconocido por este antibidtico. Esta sustitucion es
llevada a cabo por VanHAX: VanH es una enzima lactato deshidrogenasa que transforma el
piruvato en D-lactato; VanX es una dipeptidasa que rompe los péptidos D-Ala-D-Ala; y VanA es
una ligasa que une D-Ala y D-Lac; adicionalmente, VanK es la enzima encargada de unir una
ramificacion de glicina al precursor modificado Lipido Il (en el precursor no modificado, la

reaccion es catalizada por FemX) (Hong et al., 2004).
Respuesta a estrés oxidativo

En la cepa mutante varios genes relacionados con la respuesta a estrés oxidativo se encontraron

subexpresados a 36 horas: ahpD (SCO5031) y SC0O4224.

AhpD pertenece al sistema alquil-hidroperdxido-reductasa, uno de los sistemas antioxidantes
mas relevantes en S. coelicolor. AhpD cataliza la regeneracion del sitio activo de AhpC (SCO5032).
Se postula que en el crecimiento aerobio de S. coelicolor, la produccion enddgena de perdxido
de hidrégeno en la respiracidon durante las primeras fases de crecimiento induce el sistema
antioxidante AhpDC, para proteger los lipidos de membrana y el material genético; en las fases

tardias de crecimiento es sustituido por el sistema catalasa (Hahn et al., 2002).

En el caso de SC0O4224, aunque su producto no ha sido caracterizado, la delecidn de este gen
restringe el crecimiento de S. lividans (especie muy cercana a S. coelicolor a nivel filogenético)

en presencia de estrés oxidativo (Darbon et al., 2012).

La respuesta a estrés oxidativo esta muy relacionada a la resistencia a antibidticos. La presencia
de antibidticos, sobre todo aquellos activos contra las envueltas celulares, incrementa las
especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que contribuye a la toxicidad del antibidtico contra la
bacteria, aunque el mecanismo molecular por el que sucede se encuentra aun en debate (Ezraty

& Barras, 2016).
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Respuesta a estrés por frio

El gen scoF1 (SCO3731), que codifica una proteina de shock por frio similar a CspA (Kormanec &
Sevcikova, 2000), se encontré subexpresado a 36 horas en la cepa AabrB1/B2. lLas bajas
temperaturas suelen producir defectos en los procesos de transcripcién y traduccién por la
formacidn de estructuras secundarias en el RNA. Las proteinas de shock por frio previenen estos
procesos actuando como chaperonas de RNA, impidiendo la formacién de estructuras que
provoquen paradas prematuras de la transcripcion y/o ralenticen la traduccidén. Mas alla de los
cambios de temperatura, los mecanismos de respuesta a shock térmico también se han asociado
a la resistencia a antibidticos que afectan a diferentes procesos bioldgicos (Bianchi & Baneyx,

1999; van Bogelen & Neidhardt, 1990).

C1.7.2 - Genes implicados en metabolismo secundario

Los genes expresados diferencialmente entre las cepas silvestre y mutante AabrB1/B2

relacionados con el metabolismo secundario se muestran en la Tabla C1.2.

Tabla C1.2. Genes diferencialmente expresados por la delecion AabrB1/B2 relacionados con el
metabolismo secundario. Los genes sobreexpresados en la cepa mutante (FC > 2) aparecen marcados en
verde; mientras que los genes subexpresados en la cepa mutante (FC < -2) aparecen marcados en rosa.

Nombre | Tiempo :::B /WT) padj Producto Referencia
Biosintesis de undecilprodigiosina (RED)
SCO2517 | ecrA2 36 h 2,4 4,9E-2 Regulador respuesta (TCS)
SCO2518 | ecrAl 36 h 2,5 2,1E-2 Histidina quinasa (TCS) (Lietal., 2004)
SCO02519 | - 36 h 4,7 5,0E-3 Transportador
SCO5883 | redU 36h 2,5 3,9E-2 Producto desconocido -
SC05884 | - 36h 3,3 5,1E-6 Producto desconocido -
SCO5885 | - 36h 3,9 1,1E-11 | Producto desconocido -
SCO5888 | redP 36 h 3,4 3,7E-4 Reductasa
SCO5889 | redO 36 h 3,7 1,6E-4 Producto desconocido
SCO5890 | redN 36 h 3,0 5,3E-5 Sintasa
SCO5891 | redM 36 h 3,0 1,5E-5 Sintasa
SCO5892 | redL 36 h 2,8 8,4E-6 Sintasa (Cerdefio et al.,
SC05893 | redK 36 h 3,3 2,7E-6 Oxidorreductasa 2001)
SCO5894 | red) 36 h 3,1 2,3E-5 Tioesterasa
SCO5895 | redl! 36 h 3,5 1,1E-6 Metiltransferasa
SCO5896 | redH 36 h 3,2 1,7E-7 Sintetasa
SCO5897 | redG 36 h 2,5 2,0E-3 Oxidasa
SC06286 | scbR2 36h 2,1 5,0E-3 Regulador (Xu et al., 2010)
Biosintesis de coelimicina
SCO5403 | rapAl 36 h -3,3 3,6E-4 Regulador respuesta (TCS) (Lu et al, 2007)
SCO5404 | rapA2 36 h -3,0 1,0E-3 Histidina quinasa (TCS) ’
SC06273 | cpkC 24 h -2.0 2,9E-2 Poliquétido tipo | sintetasa
SC06274 | cpkB 24 h -2.2 4,0E-3 Poliquétido tipo | sintetasa | (Pawliketal.,
SC06275 | cpkA 24 h -2.3 1,0E-3 Poliquétido tipo | sintetasa | 2007)
SC06282 | cpkl 36h 2,8 6,0E-3 Reductasa
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. FC . .
Gen Nombre | Tiempo (AB/WT) padj Producto Referencia

Genes de interés que no superan los filtros por poco

SC03288 | abeB 24 h 1,9 3,4E-7 Producto desconocido _ )
SC03289 | abeC 24 h 1,9 5,6E-8 Producto desconocido %'fg)ra & Elliot,
SC03290 | abeD 24 h 1,9 2,7E-6 Producto desconocido

SCO5889 | actl-ORF3 | 36 h 5,0 5,5E-2 Poliquétido sintasa ACP

5C05090 | actvii 36 h 43 | 7,92 | Ciclasa/Deshidratasa (h;emé“detz'l
SC05091 | actlv 36h 45 | 6262 | Ciclasa AV
SCO5092 | actVB 36 h 4,7 5,8E-2 Poliquétido dimerasa

Biosintesis de undecilprodigiosina

Acorde al andlisis fenotipico de la cepas silvestre y la cepa AabrB1/B2, la mayor parte de los
genes del cluster red de biosintesis de este antibidtico (Stankovic et al., 2014) se encontraron
sobreexpresados a 36 horas en la cepa mutante: redUPONMLKJIHG (SCO5883; SCO5888-97) y
SCO5884/85). RedPLKJ participan en la sintesis del intermediario 2-undecilpirrol (2-UP),
RedONMI intervienen en la sintesis del intermediario 4-metoxi-2,2’-bipirrol-5-carboxaldehido
(MBP), y RedH cataliza la condensaciéon de ambos intermediarios para dar lugar a la RED (Figura

C1.16).

El regulador especifico de este cluster, redD (SCO5877) no superd el filtro de expresion
diferencial. Sin embargo, el operén SCO2517-19 que contiene a ecrA1/A2 (SCO2518/17), sistema
de dos componentes que actia como regulador positivo de la produccién de RED (Li et al., 2004),
se encontré sobreexpresado en la cepa mutante a las 36 horas. El regulador scbR2 (SCO6286)
también se encontrd sobreexpresado en la cepa mutante a 36 horas; el papel de este regulador
es coordinar la produccion de RED, ACT, el antibiético dependiente de calcio CDA (actia como
regulador positivo de estos tres compuestos) y la coelimicina (actia como regulador negativo
de este compuesto) (Bednarz et al.,, 2019; Xu et al.,, 2010), lo cual concuerda con las

observaciones fenotipicas realizadas en las cepas silvestre y mutante AabrB1/B2.

En este punto hay que destacar la similitud encontrada entre los sistemas de dos componentes
AbrB1/B2 y EcrA1/A2: los reguladores de respuesta AbrB1 y EcrA2 comparten una similitud en
la secuencia de aminoacidos del 65,6%, mientras que las histidinas quinasas AbrB2 y EcrAl
comparten una similitud del 46,8%. Esta relacidén podria indicar posibles eventos de regulacion

cruzada entre ambos sistemas.
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Figura C1.16. Claster red y ruta de biosintesis de la undecilprodigiosina. Se indican resaltados los
genes pertenecientes al clUster red sobreexpresados en la cepa mutante AabrB1/B2 con respecto a
la cepa silvestre, asi como sus productos en la ruta de sintesis de la undecilprodigiosina (aquellos
genes no expresados diferencialmente se muestran en gris).
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Biosintesis de coelimicina

La produccion de coelimicina también se vio afectada en el mutante AabrB1/B2, varios genes
relacionados con su sintesis se mostraron diferencialmente expresados: cpkABC (SCO6275-73),
cpkl (SCO6282), rapA1/A2 (SCO5403/04) y scbR2 (SCO6286). Los genes cpkABC, que codifican el
nucleo de la enzima poliquétido sintasa encargada de la sintesis de la coelimicina, se
encontraron subexpresados en la cepa mutante a 24 horas; mientras que cpk/, que participa en
etapas posteriores de la sintesis (Bednarz et al., 2019; Pawlik et al., 2007), se encontrd
sobreexpresado en la cepa mutante a 36 horas. El sistema de dos componentes rapA1/A2 se
encontré subexpresado en la cepa mutante a 36 horas; este sistema actla como regulador
positivo de la produccién de coelimicinay ACT (Lu et al., 2007). Por ultimo, como ya se menciond
en el apartado anterior “Biosintesis de undecilprodigiosina”, scbR2 (SCO6286), que actia como
regulador negativo de la produccion de coelimicina, se encontré sobreexpresado en la cepa

mutante a 36 horas.

El papel de AbrB1/B2 como regulador negativo de la produccion de antibidticos en S. coelicolor
parece ser contradictoria con la subexpresion de los genes relacionados con la sintesis de
coelimicina en la cepa mutante carente de este sistema de dos componentes. Sin embargo,
aunque tradicionalmente el papel que se ha asignado a la coelimicina ha sido de antibidtico, su
funcién no esta clara a nivel fisiolégico. A pesar de la actividad antibidtica de la coelimicina A,
esta molécula es altamente inestable y reacciona espontdneamente con compuestos presentes
en el medio, como N-acetilcisteina y glutamato, dando lugar a coelimicina P1 y P2
respectivamente, compuestos sin ninguna propiedad antibidtica y que constituyen los

productos finales de la ruta (Bednarz et al., 2019).

Biosintesis de actinorrodina

Aunque a nivel fenotipico se observé un aumento significativo de la produccién de ACT en la
cepa mutante, muy pocos genes relacionados con este proceso superaron los filtros
establecidos, seguramente debido a que los tiempos analizados en el RNAseq eran un poco
tempranos. Sin embargo, los sistemas de regulacién previamente mencionados ScbR2 vy
RapA1/A2, y que mostraron expresion diferencial entre las cepas analizadas, se encuentran
asociados a la produccién de ACT. ScbR2 acttia como regulador positivo de la sintesis de este
antibidtico, y su sobreexpresion en la cepa mutante es acorde con su fenotipo. Por el contrario,
el sistema de dos componentes RapA1/A2 (también regulador positivo) se encuentra
subexpresado en la cepa mutante, lo que podria indicar que ScbR2 presenta un efecto

dominante sobre el mismo.
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Mas alld de estos sistemas de regulacidn, se identificaron varios genes que, aunque no
superaron por poco los filtros establecidos (0,05 < padj < 0,08), son relevantes para el analisis:
actl-ORF3 (SCO5089), actVIl (SCO5090), actlV (SCO5091) y actVB (SCO5092). Estos genes
(sobreexpresados en la cepa mutante) pertenecen al clister act y codifican enzimas

relacionadas con la produccion de ACT (Okamoto et al., 2009).

Otros genes destacables son el operdn abeBCD (SC03288-90), que se encontraron
sobreexpresados en la cepa mutante a 24 horas, aunque con valores de FC ligeramente
inferiores al establecido como filtro (en torno a 1,9). No se conoce la funcidn de ninguno de
estos genes, aunque se ha observado que su sobreexpresién incrementa la produccién de ACT

(Hindra & Elliot, 2010).

Los datos transcriptomicos obtenidos apoyan el papel de AbrB1/B2 como regulador negativo de
la produccién de antibidticos observado a nivel fenotipico. La cascada de regulacion de este
sistema en este proceso parece involucrar al sistema de dos componentes EcrA1/A2 en el caso
de la produccién de RED, y al regulador ScbR2 en el caso de la produccidn tanto de ACT como
de RED. En definitiva, AbrB1/B2 podria estar actuando como represor de EcrA1/A2 y ScbR2,

reguladores positivos de la produccién de antibidticos en S. coelicolor (Figura C1.17).

S. coelicolor M145

= —

Activacion
S. coelicolor M145 AabrB1/B2 ®
Represion
EcrA1/A2 UNDECILPRODIGIOSINA
ScbR2 ACTINORRODINA

Figura C1.17. Modelo de regulacion de la produccion de antibidticos por AbrB1/B2. Se muestra la
cascada de regulacién propuesta para el sistema de dos componentes AbrB1/B2 en relacion a la
produccion de los antibidticos undecilprodigiosina y actinorrodina, comparando la cepa silvestre con
la cepa mutante AabrB1/B2.
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C1.7.3 - Genes implicados en metabolismo primario

Los genes expresados diferencialmente entre las cepas silvestre y mutante AabrB1/B2

relacionados con el metabolismo primario se muestran en la Tabla C1.3.

Tabla C1.3. Genes diferencialmente expresados por la delecion AabrB1/B2 relacionados con el
metabolismo primario. Los genes sobreexpresados en la cepa mutante (FC > 2) aparecen marcados en
verde; mientras que los genes subexpresados en la cepa mutante (FC < -2) aparecen marcados en rosa.

Nombre Tiempo padj Producto Referencia

FC
(AB/WT)

Metabolismo del hierro

SC02113 | bfr 36 h -2,9 8,0E-3 Bacterioferritina -
SC02783 | desB 36 h 2,1 8,0E-3 Monooxigenasa (Barona-Gémez et al.,
SC02785 | desD 36h -2,1 8,0E-3 Siderdforo sintetasa 2004)
Gluconeogénesis

Piruvato fosfato
5C02494 | - 36 h 4,0 1,0E-3 .

diquinasa (Llamas-Ramirez et al.,

i 2020)

5C04979 | pckG | 36h 37 |soe3 | osfoenolpiruvato

carboxiquinasa

Oxidacion de dcidos grasos

Complejo de oxidacion

SC06026 | fadB1 36h 2,4 2,3E-2 L. (Menéndez-Bravo et al.,
de 4cidos grasos 2017)
SCO6067 | fadAl 36 h 2,6 8,0E-3 Tiolasa
Metabolismo de la etanolamina
SCo1611 | - 36 h 2,2 2,1E-5 Deshidrogenasa
SC01612 | - 36 h 2,3 2,2E-4 Deshidrogenasa (Krysenko et al., 2019)
SC01613 | glnA4 36 h 2,3 1,3E-4 Sintetasa
Biosintesis de alanina
SC01705 | - 36 h 2,2 2,8E-2 Oxidasa
SC01706 | - 36h 2,9 3,0E-3 Deshidrogenasa KEGG
SC06414 | - 36h 3,2 3,0E-5 Ureidopropionasa BioCyc
SCO6415 | hyuA 36h 3,3 8,0E-7 Hidantoinasa
SC06416 | - 36h 3,1 1,3E-5 Deshidrogenasa
Biosintesis de inositol
. Mio-inositol-1-fosfato
SC0O3899 | inoA 24 h -3,1 1,4E-93 sintasa (zhang et al, 2012)
SCO3900 | inoR 24 h -2,8 2,4E-35 Regulador
Degradacion de metionina / cisteina
501294 | - 36h 2,4 1,1E-2 Metionina gamma- )
liasa
Transportadores
SC02979 | aglF 36 h 2,3 8,0E-3 Transportador
(Bertram et al., 2004)
SC02980 | aglG 36 h 2,3 8,0E-3 Transportador
SC05232 | dasA 36h -2,4 7,0E-3 Transportador (Saito et al., 2007)
Genes de interés que no superan los filtros por poco
SC02781 | viuB 36h 2,1 7,6E-2 Producto desconocido | (Tuncaetal., 2007)
5C06732 | fadB2 | 36h 30 |62 | Complejodeoxidacion

de 4cidos grasos
SCO6788 | fadA3 36 h 2,6 6,0E-2 Tiolasa

Complejo de oxidacion
de 4cidos grasos

(Menéndez-Bravo et al.,
2017)

5C06789 | fadB3 36 h 2,5 5,1E-2
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Metabolismo del hierro

Los sistemas de captacidn de hierro (desBD) y almacenamiento de hierro (bfr) se encontraron
subexpresados en la cepa mutante a 36 horas. Los genes desB (SCO2783) y desD (SCO2875)
participan en la biosintesis de deferoxamina, sideréforo que interviene en la captacion de hierro
(Barona-Goémez et al., 2004). El gen bfr (SCO2113) codifica una bacterioferritina, una proteina

de almacenamiento de hierro intracelular.

Otro gen destacable que no superd por poco los filtros establecidos (padj 0,076) fue viuB
(5€02781), que se encontré subexpresado en la cepa mutante a 36 horas. Este gen, adyacente
a desBD y con una tendencia similar, parece estar implicado en la captacidn de sideréforos como

la deferoxamina (Tunca et al., 2007).

El metabolismo del hierro se puede integrar con la respuesta a antibioticos y al estrés oxidativo.
La accion de los antibidticos en procesos celulares esenciales (como la sintesis de la pared celular
en el caso de la vancomicina) puede generar ciertas disfunciones en la cadena respiratoria. Esto
daria lugar a un incremento en la concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que
desestabilizan los clusteres hierro-azufre presentes en multiples proteinas, liberando hierro y
dando lugar a la reaccién de Fenton, lo que potencia como un bucle de retroalimentacion

positivo el efecto téxico de los ROS, y a su vez del antibidtico.
Gluconeogénesis

La cepa mutante AabrB1/B2 presentd, a 36 horas, la sobreexpresion de los genes SC02494 y
pckG (SC0O4979), implicados en los pasos iniciales de la gluconeogénesis. Ambos genes forman
parte del nodo fosfoenolpiruvato-piruvato-oxalacetato (PEP-PYR-OXA), punto central en el
metabolismo del carbono. El gen SC02494 codifica una enzima piruvato fosfato diquinasa,
mientras que el gen pckG codifica una enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (Llamas-

Ramirez et al., 2020).
Oxidacion de acidos grasos

El sistema fadA1/B1 (SCO6026/27) se encontré sobreexpresado a 36 horas en la cepa mutante.
Este sistema estd involucrado en los pasos finales de la B-oxidacion de acidos grasos, y es
esencial en la asimilaciéon de acidos grasos exdgenos ya que es clave en la acumulacién y

movilizacién de triacilgliceroles en S. coelicolor (Menéndez-Bravo et al., 2017).
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Otros genes destacables que no superaron por poco los filtros establecidos (0,05 < padj < 0,07)
fueron los otros sistemas implicados en los pasos finales de la B-oxidacion de acidos grasos:
fadB2 (5C06732) y fadA3/B3 (SCO6788/89) (Menéndez-Bravo et al., 2017), que se encontraron

también sobreexpresados en la cepa mutante a 36 horas.
Metabolismo de la etanolamina

El operdn SCO1611-13 se encontrd sobreexpresado en la cepa mutante a 36 horas. Aunque el
operén completo se encuentra relacionado con el metabolismo de la etanolamina, solo g/inA4
(§€01613) ha sido estudiado en profundidad. GIn4 es una enzima y-glutamil-etanolamida
sintetasa, que permite a S. coelicolor utilizar la etanolamina como fuente alternativa de carbono
y nitrégeno. GInA4 es inducida en presencia de etanolamina (que podria ser captada por S.
coelicolor mediante difusién o transportadores de baja afinidad, ya que no se han identificado
permeasas especificas de esta molécula), y cataliza la reaccidén entre glutamato y la etanolamina
para dar lugar a y-glutamiletanolamida. Se ha propuesto que SCO1611 podria catalizar la
deshidratacién de y-glutamiletanolamida para dar lugar a y-glutamilacetaldehido, que a su vez
seria convertido en y-glutamilglicina por SCO1612, que finalmente podria ser hidrolizada a
glicina y glutamato, aunque estas ultimas reacciones no se han demostrado experimentalmente

en S. coelicolor (Krysenko et al., 2019; Reuther & Wohlleben, 2007; Rexer et al., 2006).

La etanolamina es uno de los componentes de la fosfatidil-etanolamina, principal fosfolipido en
las membranas bacterianas, por lo que el metabolismo de este compuesto se podria relacionar
directamente con la oxidacién de acidos grasos, la gluconeogénesis y la resistencia a
vancomicina, y podria indicar la coordinacidn de estos procesos dentro de la cascada de
regulacidn del sistema AbrB1/B2. Los antibidticos activos contra la pared celular (y en general
cualquier dafio contra este componente de la célula) pueden dar lugar a lisis celular y a la
liberacion de membranas celulares al medio. La utilizacidon de estas membranas, y en concreto
de sus fosfolipidos constituyentes, como fuente energética se lleva a cabo a través de la
oxidacion de acidos grasos y la metabolizacion de la etanolamina, lo que a su vez afecta a otros

procesos metabdlicos como un favorecimiento de la gluconeogénesis frente a la glucolisis.
Biosintesis de alanina

La cepa mutante AabrB1/B2 presentd la sobreexpresion a 36 horas de varios genes implicados
en la biosintesis de alanina: SCO1705/06 y SCO6414/15/16, de acuerdo con las bases de datos
KEGG (Kanehisa et al., 2021) y BioCyc (Karp et al., 2018).
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La alteracién en la sintesis de alanina podria estar relacionada con la resistencia a vancomicina,
ya que los cambios en la sintesis de la pared celular que dirige el clister van suponen una
alteracion de los requerimientos de alanina (se modifica el extremo D-Ala-D-Ala del Lipido Il por

D-Ala-D-Lac).
Biosintesis de inositol

El operdn inoAR (SC03899/3900) se encontrd subexpresado a 24 horas en la cepa mutante
AabrB1/B2. Este operdn, que permite la biosintesis de inositol, estd formado por el regulador
InoR y la enzima mio-inositol-fosfato sintasa InoA. Aunque el inositol normalmente esta
relacionado con el proceso de diferenciacion como precursor de fosfolipidos de membrana
(Zhang et al., 2010, 2012), esta molécula también juega un papel como precursor del micotiol,
un compuesto que protege a S. coelicolor del estrés oxidativo, como el glutatién en otros
organismos (Park & Roe, 2008). La ausencia de diferencias fenotipicas significativas a nivel de
desarrollo entre las cepas silvestre y mutante parecen indicar que, en las condiciones
estudiadas, la sintesis de inositol esté mas relacionada con la respuesta a estrés oxidativo

(comparten la misma tendencia de expresion diferencial) que con el proceso de diferenciacion.
Degradaciéon de metionina / cisteina

El gen SCO1294 se encontrd sobreexpresado en S. coelicolor a 36 horas. Aunque este gen no ha
sido estudiado en S. coelicolor, su homélogo en S. avermitilis, SAV7062 (con el que comparte
una identidad a nivel de la secuencia de aminoacidos del 80%, inclusive los residuos esenciales
Lys221 y Tyr131), se ha descrito como una enzima L-metionina-y-liasa que degrada metionina,
cisteina y derivados (Kudou et al., 2015). La alteracién de la degradacion de metionina / cisteina
podria estar relacionada con la alteracidn en la respuesta a estrés oxidativo identificada, ya que
se requiere de cisteina para la sintesis de micotiol que se ha mencionado previamente (en el

apartado “Biosintesis de inositol”).
Transportadores

Varios sistemas de transporte se encontraron diferencialmente expresados entre la cepa

silvestre y la cepa mutante.

El operdn aglFG (SC02979/80) se encontrd sobreexpresado en la cepa mutante a 36 horas.
Estudios in silico sugieren que estos genes codifican una permeasa de a-glucdsidos (Bertram et

al., 2004).
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El gen dasA (SC0O5232) se encontré subexpresado en la cepa mutante a 36 horas. DasA participa
en el sistema de captacién de N,N’-diacetil-quitobiosa y moléculas similares como N-acetil-
glucosamina (Saito et al., 2007). Aunque el papel de DasA normalmente se relaciona con el
metabolismo de la quitina, en el contexto estudiado podria estar relacionado con la
remodelacion de la pared celular del mecanismo de resistencia a vancomicina, en cuanto al

reciclaje de la N-acetil-glucosamina de la pared celular.

C1.7.4 - Genes implicados en desarrollo y diferenciacion

Los genes expresados diferencialmente entre las cepas silvestre y mutante AabrB1/B2

relacionados con el desarrollo y diferenciacién se muestran en la Tabla C1.4.

Tabla C1.4. Genes diferencialmente expresados por la delecion AabrB1/B2 relacionados con los
procesos de desarrollo / diferenciacion. Los genes sobreexpresados en la cepa mutante (FC > 2) aparecen
marcados en verde.

Produto Referencia

SC0O4002 | nepA 36 h 2,5 7,0E-3 Proteina estructural (De Jong et al., 2009)

SCO6682 | ramS 24 h 2,9 4,5E-9 Péptido SapB (Kodani et al., 2004)

SC07314 | sigM | 24h 21 |66e7 |FactorsigmadelaRNA |\ . 2005)
polimerasa

El gen nepA (SCO4002) se encontrd sobreexpresado en la cepa mutante a 36 horas. NepA es una
proteina estructural de la pared celular y esta relacionada con el mantenimiento del proceso de

latencia de las esporas en condiciones desfavorables (Dalton et al., 2007; De Jong et al., 2009).

El gen ramS (SCO6682) se encontrd sobreexpresado en la cepa mutante a 24 horas. RamS es el
precursor de SapB, un péptido morfogenético que interviene como surfactante en el desarrollo

del micelio aéreo (Kodani et al., 2004).

El gen sigM (SCO7314) se encontrd sobreexpresado en la cepa mutante a 24 horas. El Factor
Sigma M (SigM) constituye el Ultimo paso en la cascada de regulacion del Factor Sigma B (sigB,
SC00600), y participa en los procesos de diferenciacidn y proteccion frente a estrés oxidativo y
osmotico (Lee et al., 2005). La ruta del Factor Sigma B induce la respuesta a estrés oxidativo via
Factor Sigma M al controlar la expresion de la catalasa CatB (SCO0666). Aungque esto parece
estar en contradiccion con la subexpresidon del sistema de respuesta a estrés oxidativo
hidroperéxido-reductasa que presenta el mutante AabrB1/B2, hay que tener en cuenta que el
sistema catalasa y el sistema hidroperdxido-reductasa actian de forma alternativa, por lo que

el papel de SigM podria tener que ver con la coordinacién del estrés oxidativo mas que con su
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induccion propiamente dicha a nivel global. SigM esta controlado por el factor anti-sigma RsmA
(5€07313); sin embargo, esta regulacidon no esta dada por los niveles de RsmA sino por la
presencia de un cluster hierro-azufre en este regulador (Gaskell et al., 2007), por lo que, aunque
la expresion de rsmA no se ve alterada en las condiciones estudiadas, su acciéon puede
encontrarse alterada como consecuencia de las diferencias observadas en el metabolismo del

hierro y la respuesta a estrés oxidativo.

No se observaron cambios fenotipicos significativos en el crecimiento, desarrollo ni
diferenciacién entre las cepas silvestre y mutante, a pesar de la expresién diferencial de estos
tres genes. En el caso de nepA, su expresion diferencial podria tratarse de un efecto secundario
de la remodelacién de la pared celular debida a la resistencia a vancomicina, ya que codifica una
proteina estructura ubicada en la pared celular. En el caso de ramS, la ausencia de cambios
fenotipicos en medio minimo ya se ha descrito previamente, puesto que solo las chaplinas ChpA-
H son necesarias para la formacion del micelio aéreo en este medio (Capstick et al., 2007; Kodani
et al., 2004), y su expresion diferencial (ramS) también podria estar provocada por la
remodelacidon de la pared celular. Finalmente, en el caso de sigM, podria deberse a que su papel
en las condiciones estudiadas esté mas relacionado con la coordinacién de la respuesta a estrés

oxidativo que con el proceso de diferenciacion.

C1.7.5 - Otros genes diferencialmente expresados

Los genes expresados diferencialmente entre las cepas silvestre y mutante AabrB1/B2 cuya

funcion y/o papel bioldgico se desconocen se muestran en la Tabla C1.5.

Un gen destacable es SCO7536, que presentd las mayores diferencias de expresiéon a 24 horas
(FC-17)y a 36 horas (FC -27), y codifica para un potencial exportador de drogas, aunque no hay

ningun estudio acerca del mismo.

Tabla C1.5. Genes diferencialmente expresados por la delecién AabrB1/B2 con funcién y/o papel
biolégico desconocidos. Los genes sobreexpresados en la cepa mutante (FC > 2) aparecen marcados en
verde; mientras que los genes subexpresados en la cepa mutante (FC < -2) aparecen marcados en rosa.

Gen ‘ Tiempo FC (AB/WT) ‘ padj ‘ Producto ‘
SCO0644 | 36 h -2,1 3,0E-3 Producto desconocido
SC0O1105 | 36 h 2,5 1,5E-5 Producto desconocido
SCO1528 | 36 h 2,9 1,9E-2 Factor de elongacion G
24 h -2,2 8,7E-15 .
SC01550 36h _2:2 3,063 Producto desconocido
SCO1573 | 36 h -2,1 2,8E-2 Oxidorreductasa
SCO1700 | 36 h -2,0 2,5E-2 Producto desconocido
SC01746 | 36 h 3,0 6,0E-5 Proteasa
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Gen ‘ Tiempo FC (AB/WT) ‘ padj ‘ Producto

SC02275 | 36 h 2,1 2,1E-2 Transportador
SC02360 | 36 h -4,0 2,0E-3 Producto desconocido
SC02616 | 36 h 3,0 1,0E-3 Producto desconocido
SC02722 | 36 h -5,3 5,6E-13 Transportador
SC02723 | 36 h -6,6 9,3E-20 Transportador
SC02967 | 36 h -2,1 1,0E-2 Proteasa

SC0O3657 | 36 h 2,9 1,5E-5 Producto desconocido
SC04011 | 36 h -2,5 7,7E-6 Producto desconocido
SC04043 | 36 h -2,0 2,7E-2 Producto desconocido
SC04189 | 36 h 3,0 2,0E-3 Producto desconocido
SC04214 | 36 h -2,2 2,1E-2 Producto desconocido
SC04902 | 24 h 2,4 3,1E-7 Proteina de unién a ATP
SCO5142 | 36 h -2,2 3,9E-2 Producto desconocido
SC05207 | 36 h 4,2 3,2E-4 Producto desconocido
SC05249 | 36 h 3,1 7,4E-7 Proteina de union a nucledtidos
SCO5250 | 36 h 2,3 3,1E-2 Poliprenil sintetasa
SC05402 | 36 h -3,4 1,0E-3 Proteasa

5C05447 | 36 h 5,5 2,7E-12 Proteasa

SCO5575 | 36 h -2,0 4,2E-2 Producto desconocido
SCO6045 | 36 h 2,7 3,8E-5 Producto desconocido
SC06440 | 36 h 9,9 5,6E-13 Sintasa

SC06441 | 36 h 9,8 2,2E-14 Deshidrogenasa
SC06442 | 36 h 9,4 2,7E-13 Deshidrogenasa
SC06443 | 36 h 9,4 4,2E-10 Metiltransferasa
SC06543 | 36 h 4,0 4,0E-3 Producto desconocido
SC06728 | 36 h -2,6 1,9E-2 Producto desconocido
SC06931 | 24 h 2,3 4,5E-5 Producto desconocido
SC07013 | 24 h 7,1 8,8E-13 Proteina de unidn a soluto extracelular
SCO7014 | 24 h 4,2 2,2E-5 Regulador

5C07229 | 36 h -2,2 3,9E-2 Producto desconocido
SC07460 | 36 h -2,3 6,8E-5 Producto desconocido
5C07536 ;2 : _;Z:: i:ii;? Transportador
SCO7612 | 36 h -2,4 2,1E-5 Producto desconocido

C1.7.6 - Validacion de los resultados

Para validar los resultados obtenidos mediante RNAseq, se analizo la expresidn diferencial de
varios genes mediante RT-qPCR; se seleccionaron tanto genes sobreexpresados como
subexpresados en la cepa mutante que estuvieran implicados en diferentes procesos bioldgicos
(produccion de antibidticos, respuesta a estrés, etc.): bfr (SC02113), ecrAl (SCO2518), vanJ
(§€03592), redG (SCO5897), SCO6440 y SCO7536. La tendencia de expresion diferencial
obtenida para todos estos genes fue la misma tanto por RT-qPCR como por RNAseq. En el caso
de los genes subexpresados en la cepa mutante, los valores de FC fueron similares; mientras que
en los genes sobreexpresados en la cepa mutante, se observaron FC alin mayores por RT-gPCR

(Figura C1.18.A).
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Adicionalmente, se comprobaron las lecturas obtenidas mediante el RNAseq en la regién
correspondiente a los genes abrB1/B2. En la cepa silvestre se detect6 la expresion de ambos
genes como operon, y de forma independiente a los genes adyacentes. En la cepa mutante, no

se obtuvo ninguna lectura en la regién delecionada, tal y como era de esperar (Figura C1.18.B).
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Figura C1.18. Validacion de los resultados obtenidos por RNAseq. [A] Comparacién de los FC de
varios genes diferencialmente expresados en la cepa AabrB1/B2 obtenidos por RNAseq y por RT-
gPCR. [B] Lecturas obtenidas por RNAseq en la region gendmica 2326280-2333070 (incluye los genes
SC02164-68) en una de las muestras de la cepa silvestre y en una de las muestras de la cepa mutante
(en ambos casos de 36 horas de cultivo).

Lecturas
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C1.7.7 - Busqueda de motivos implicados en la regulaciéon de AbrB1/B2

Se analizaron los promotores de los genes diferencialmente expresados obtenidos cuando se
deleciona AbrB1/B2, para buscar potenciales motivos implicados en la regulacidon que ejerce
este sistema. Este andlisis se realizé mediante las herramientas MEME (Bailey & Elkan, 1994) y

GLAM2 (Frith et al., 2008).

No se encontraron potenciales motivos implicados en la regulacién de AbrB1/B2. Esto podria
indicar que el motivo de unién a DNA que reconoce el regulador de respuesta AbrB1 es muy

degenerado, por lo que los algoritmos de busqueda utilizados no pudieron identificarlo.

C1.8 - Analisis de la resistencia a vancomicina

AbrB1/B2 parece controlar los niveles basales de expresidon del clister de resistencia a
vancomicina (vanSRJKHAX), tal y como mostraron los resultados del andlisis transcriptomico. Sin
embargo, esto no indica necesariamente que afecte al nivel de resistencia a vancomicina de S.
coelicolor, ya que el operdn de resistencia van responde a la presencia del antibiético a través

del sistema de dos componentes VanSR.

Para determinar el papel de AbrB1/B2 en este proceso se analizd el comportamiento fenotipico
de las cepas silvestre y mutante AabrB1/B2 en respuesta a concentraciones crecientes de
vancomicina en el medio. Por un lado, se analizé la ratio de supervivencia de esporas de ambas
cepas en medio NMMP sélido (Figura C1.19.A). Por otro lado, se analizé la concentracion minima

inhibitoria de ambas cepas a la vancomicina en medio NMMP liquido (Figura C1.19.B).

La delecion del sistema AbrB1/B2 incrementa la susceptibilidad de S. coelicolor a la vancomicina,
ya que disminuye la ratio de supervivencia de sus esporas frente a este antibidtico, asi como la
concentracién de antibidtico necesaria para inhibir su crecimiento. Estos resultados, junto con
la alteracidn de los niveles basales de expresion del cluster de resistencia van, indican que el

sistema AbrB1/B2 contribuye a la resistencia a vancomicina en S. coelicolor.

Aunque el principal interés a la hora de estudiar AbrB1/B2 fue su implicacion en la produccién
de antibidticos, su participacion en la resistencia a vancomicina podria ser clave en cuanto a su
papel fisiolégico. Ademas, este proceso presenta un especial interés ya que esta alineado con
una de las principales motivaciones de este trabajo, hacer frente al problema de la resistencia a

los antibidticos.
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Figura C1.19. Analisis de la resistencia a vancomicina. [A] Ratio de supervivencia de esporas de las
cepas silvestre (wt) y mutante (AB) frente a concentraciones crecientes de vancomicina. Las barras
de error muestran la desviacién estandar de cuatro réplicas. A la derecha se muestra fotografias de
las colonias de ambas cepas en ausencia de antibidtico y frente a 10 pg/mL de vancomicina (todas las
fotografias se corresponden a secciones de 4 cm de las placas). [B] Andlisis del crecimiento de las
cepas silvestre (wt) y mutante (AB) tras 2, 4 y 7 dias de cultivo en presencia de concentraciones
crecientes de vancomicina. El color rojo que muestra el micelio se corresponde con la
undecilprodigiosina; el color azul de los pocillo se corresponde con la actinorrodina.

C1.9 - AbrB1/B2, homdlogo de VraR/S y LiaR/S

El papel de AbrB1/B2 en la resistencia a vancomicina nos llevé a buscar homadlogos de este
sistema en bacterias de relevancia clinica, como enterococos, cuyas cepas resistentes a
vancomicina (VRE) constituyen una seria amenaza para la salud publica. La busqueda y analisis
se realizaron fundamentalmente en base a los RR, mucho mejor conservados entre las
distintas especies en comparacion con las HK y, ademas, mucho mejor caracterizados vy

estudiados.
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En la literatura, uno de los pocos sistemas descrito que regula a VanR/S (como AbrB1/B2 en S.
coelicolor, tal y como se ha observado en este trabajo) es VraR/S en Staphylococcus aureus
(Qureshietal., 2014). El alineamiento de la secuencia de aminoacidos entre AbrB1y VraR mostré
una identidad y una similitud del 34% y del 55% respectivamente (Figura C1.20.A), similar a la
descrita para otros homdlogos presentes en ambas especies. La similitud de secuencia a nivel
local entre ambos reguladores de respuesta es incluso mas reveladora (Figura C1.20.B), ya que
tanto el dominio de fosforilacion/oligomerizacion (REC) como el dominio de unién a DNA (HTH-
LuxR) presentan mayor similitud que la media global (la seccién que une ambos dominios se
encuentra muy poco conservada, lo que disminuye la similitud global). Es mas, se realizé un
analisis filogenético entre AbrB1 (S. coelicolor), VraR (S. aureus) y otros reguladores de respuesta
involucrados en la resistencia a vancomicina en S. aureus (VanR, WalR y GraR), que mostré que
VraR presenta una relacién mas préxima a AbrB1 que a los otros reguladores presentes en el

estafilococo (Figura C1.20.C).

Resultados similares se encontraron cuando se comparé AbrBl con LiaR, perteneciente
al TCS LiaRS presente en Enterococcus faecium (y en otros muchos organismos como
Bacillus subtilis o Streptococcus mutans). Es destacable ademds que VraR y LiaR son
homdlogos muy cercanos, ya que presentan una alta similitud a nivel de secuencia proteica
(similitud del 78%, e identidad del 59%), una estructura terciaria casi idéntica (en ambos casos,
la estructura terciaria ha sido obtenida experimentalmente por difracciéon de rayos X), y un

papel bioldgico similar (Figura C1.20.A-D).

Tanto VraR/S como LiaR/S estan involucrados en la respuesta a estrés de las envueltas celulares,
y parecen detectar perturbaciones en la pared celular mds que a un determinado antibidtico
(como sucede por ejemplo en el caso del sistema VanR/S); aunque la sefial o sefiales especificas
de activacién no estdn claras (Draper et al., 2015; Gardete et al., 2006; Klinzing et al., 2013;
Kuroda et al., 2003; Mascher et al., 2004; Qureshi et al., 2014; Suntharalingam et al., 2009;
Tierney & Rather, 2019; Yin et al., 2006). Ambos sistemas responden a dafios en esta envuelta
celular a través de la activacién de sistemas involucrados en el mantenimiento de la integridad
de la pared celular (como la ruta de biosintesis de peptidoglicano) y otros procesos celulares
claves (Chen, Xiong, et al., 2016; Draper et al., 2015; Gardete et al., 2006; Klinzing et al., 2013;
Kuroda et al., 2003; Suntharalingam et al., 2009; Tierney & Rather, 2019).
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Figura C1.20. AbrB1/B2, homélogo de VraR/S y LiaR/S. [A] Similitud global de la secuencia proteica
entre los reguladores AbrB1 (Streptomyces coelicolor), VraR (Staphylococcus aureus) y LiaR
(Enterococcus faecium). [B] Similitud local de la secuencia proteica entre los reguladores AbrB1
(S.coelicolor) y VraR (S.aureus). [C] Andlisis filogenético de los siguientes reguladores de respuesta
implicados en la resistencia a vancomicina: AbrB1 (S.coelicolor), VraR, VanR, WalR y GraR (todos ellos
de S.aureus). La fiabilidad se evalué mediante un test Bootstrap de 1000 réplicas (los porcentajes
obtenidos se muestran en los nodos). [D] Comparacion de las estructuras de VraR de S.aureus (PDB
ID: 4IF4) y LiaR de E.faecium (PDB ID: 5HEV). [E] Ratio de supervivencia de esporas de las cepas
silvestre (wt) y mutante (AB) frente a concentraciones crecientes de penicilina G. Las barras de error
muestran la desviacion estandar de cuatro réplicas. [F] Contexto gendmico de los sistemas AbrB
(S.coelicolor), Vra (S.aureus) y Lia (E.faecium y B.subtilis).
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Para determinar si el papel de AbrB1/B2 era similar, se analizé la capacidad de supervivencia de
esporas de las cepas silvestre y mutante AabrB1/B2 en medio sélido NMMP con concentraciones
crecientes de penicilina G, un antibidtico B-lactdmico que inhibe la sintesis de la pared celular,
aunque de forma distinta a la vancomicina, ya que en este caso inhibe a la enzima transpeptidasa
encargada de formar los entrecruzamientos en el peptidoglucano (Figura C1.20.E). Se observd

que el mutante AabrB1/B2 presentd una mayor sensibilidad a este antibiético.

Los genes adyacentes a estos sistemas también son relevantes (Figura C1.20.F). En el caso de
VraR/S, que forma parte del operdn vraUTSR en Staphylococcus aureus, se ha observado que
VraT es una proteina de membrana que podria detectar dafios en la pared celular e interaccionar
con Vra$S para permitir la activacion de VraR y por ende, la respuesta a estrés regulada por este
sistema (Boyle-Vavra et al., 2013). En el caso de LiaR/S, otro de los componentes de su operdn,
la proteina de membrana LiaF, es la que parece participar en la activacion de la respuesta a
estrés (Jordan et al., 2006; Tran et al., 2015). En el caso de Streptomyces coelicolor, AbrB1/B2
no esta asociada a ninguna proteina de membrana que pueda estar implicada en la activacion
del sistema como VraT o LiaF, ya que el operdn solo estad formado por abrB1/B2. Sin embargo,
el gen SCO2168, cercano al sistema, es homdlogo a pspA, y ha sido estudiado en Streptomyces
lividans (Vrancken et al., 2008), donde se ha observado su participacion en la respuesta a estrés
de la membrana plasmatica. De hecho, un homaélogo de PspA es LiaH de Bacillus subtilis (en este
organismo el cluster lia esta formado por dos operones: lialH y liaGFSR), y se ha observado que
también interviene en la respuesta a dafios en la pared celular (Jordan et al., 2006; Tran et al.,
2015). Aunque el gen SCO2168 no parece estar regulado por AbrB1/B2 en las condiciones
estudiadas, ya que la eliminacién del sistema no da lugar a una expresién diferencial de este
gen, es interesante su proximidad en el genoma, su conservacién a nivel evolutivo y la

participacién en la respuesta a dafos en las envueltas celulares.

Teniendo todo esto en cuenta, el papel fisiolégico de AbrB1/B2 podria estar relacionado con la
deteccién de dafio en la pared celular (de forma similar a VraR/S y LiaR/S) y la regulacion de
sistemas que participan en el mantenimiento de la integridad de la pared celular, como el cluster
van, cuyo sistema de dos componentes VanR/S detecta moléculas de vancomicina y promueve

la remodelacion de la pared celular como proteccion.

Hasta ahora, la principal ruta de control de la integridad de la pared celular descrita en S.
coelicolor era la formada el TCS CseC/B, que responde a dafios en esta envoltura (proceso en el
que estd implicada la lipoproteina CseA) y activa la ruta del factor sigma de funcion

extracitoplasmatica SigE, que controla la composicion de la pared celular y esta relacionado con
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el cluster van (Hong et al., 2002; Hutchings, Hong, Leibovitz, et al., 2006; Paget, Chamberlin, et
al., 1999; Paget, Leibovitz, et al., 1999). CseC/B también actia como regulador negativo de la
produccién de antibiéticos (de forma similar a AbrB1/B2) y regulador positivo del proceso de
esporulacion. Sin embargo estos efectos solo aparecen a bajas concentraciones de magnesio
(0,1 mM) y no a alto niveles (2,0 - 5,0 mM), que son las condiciones en las que se ha estudiado
AbrB1/B2, por lo que pueden actuar como sistemas alternativos de control de la integridad de

la pared celular en diferentes situaciones.

Finalmente hay que destacar que en S. coelicolor la resistencia a vancomicina es dependiente
de los niveles de fosfato, ya que altas concentraciones del mismo en el medio incrementan la
susceptibilidad a este antibidtico. Sin embargo, este proceso no esta mediado por el principal
regulador del metabolismo del fosfato, el sistema de dos componentes PhoR/P (Santos-Beneit
& Martin, 2013), sino que parece estar relacionado con el metabolismo de la pared celular, ya
que la deleciéon o mutacion de genes implicados en este proceso superan el efecto del fosfato

en la resistencia a vancomicina (Santos-Beneit, 2018; Santos-Beneit et al., 2014).
C1.10 - Modelizacion estructural del regulador de respuesta AbrB1

La estructura de los homodlogos de AbrB1, VraR y LiaR, ha sido determinada experimentalmente
(Tabla C1.6), lo que ha permitido establecer su dindmica molecular asi como los residuos claves
para que estos reguladores lleven a cabo su funcién (Davlieva et al., 2015, 2016; Donaldson,

2008; Leonard et al., 2013).

Tabla C1.6. Modelos estructurales de los homdlogos de AbrB1: VraR (S. aureus) y LiaR (E. faecium).

PDBID Proteina ‘ Estado ‘ Método Resolucion ‘ Rfree ‘ Rwork ‘ Referencia

(Leonard et al.,

4GVP VraR Inactivo Difraccién Rayos-X | 2,03 A 0,229 | 0,172 2013)
4IF4 | VraR | Activo-BeFs | Difraccién RayosX | 2,35 A 0226 | 0,181 | Horperet?
SHEV | LiaR Activo-BeFs | Difraccion Rayos-X | 3,19 A 0,270 | 0,219 (2%"’1“6';“"" etal,

*Sélo se incluyen los modelos estructurales de las proteinas completas, no aquellos correspondientes Unicamente al dominio de
union al DNA (VraR-S.aureus: 2RNJ; LiaR-E.faecalis: AWSZ, 4WTO, 4WU4, 4AWUH, 4WUL).

Se llevé a cabo la modelizacién estructural por homologia del regulador de respuesta AbrB1
mediante SWISS-Model (Waterhouse et al., 2018). Las estructuras de VraR se utilizaron como
modelo: en el caso del regulador inactivo se empleé la estructura 4GVP, mientras que en el caso
del regulador activo se empled la estructura 41F4. Las estructuras de AbrB1 obtenidas se
refinaron y optimizaron mediante GalaxyRefine2 (Lee et al., 2019), y su calidad se evalud

mediante MolProbity (Williams et al., 2018) (Figura C1.21, Figura C1.22).
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Figura C1.21. Evaluacidon de la calidad del modelo estructural de AbrB1 (estado inactivo). [A]
Modelo estructural de AbrB1 en estado inactivo; se indican los dominios del regulador, asi como la
superficie de Van der Waals. La modelizacidon por homologia se realizd en base a la estructura 4GVP
(regulador VraR inactivo). [B] Diagramas de Ramachandran del modelo estructural de AbrB1 en
estado inactivo. [C] Evaluacién de la calidad global y local de la estructura mediante la funcién
QMEANDiIsCo, asi como un analisis detallado realizado con MolProbity.
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Figura €1.22. Evaluacion de la calidad del modelo estructural de AbrB1 (estado activo). [A] Modelo
estructural de AbrB1 en estado activo; se indican los dominios del regulador, asi como la superficie
de Van der Waals. La modelizacién por homologia se realizé en base a la estructura 4IF4 (regulador
VraR activo por BeF,). [B] Diagramas de Ramachandran del modelo estructural de AbrB1 en estado
activo. [C] Evaluacién de la calidad global y local de la estructura mediante la funcion QMEANDisCo,
asi como un andlisis detallado realizado con MolProbity.
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Todos los residuos claves identificados en VraR y LiaR se encontraron conservados en AbrB1,
tanto a nivel de secuencia de aminoacidos como en su disposicion tridimensional en los modelos

estructurales generados (Figura C1.23, Figura C1.24, Figura C1.25).
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Figura C1.23. Comparacion de secuencias de AbrB1, VraR y LiaR. Se muestra la secuencia proteica
del regulador de respuesta AbrB1 (S.coelicolor). Por encima de la secuencia se muestra la estructura
secundaria (laminas-p en verde y hélices-a en azul) en base al modelo obtenido para el regulador en
su forma activa. Por debajo de la secuencia se muestra la comparacién con las secuencias proteicas
de los reguladores VraR (S.aureus) y LiaR (E.faecium); se indican los aminoacidos idénticos ( * ), los
aminoacidos similares ( : ) y los huecos ( - ), asi como los aminodcidos correspondientes al sitio de
fosforilacién (Asp9, Asp55 y Lys107) y al sitio de reconocimiento del DNA (Thr192 - Asn198).
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Figura C1.24. Caracteristicas estructurales del regulador AbrBl. [A] Cambio conformacional
correspondiente a la activacion de AbrB1 por la fosforilacion de Asp55. [B] Modelo de AbrB1 en su
estado inactivo (se indica la estructura secundaria: laminas-f en verde, y hélices-a en azul). Se
muestra el sitio de fosforilacion en el estado inactivo; asi como las hélices-a que intervienen en el
empagquetamiento de los dominios REC y HTH-LuxR. [C] Modelo de AbrB1 en su estado activo (se
indica la estructura secundaria: laminas-B en verde, y hélices-a en azul). Se muestra el sitio de
fosforilacidn en el estado activo; asi como la hélice que se une al DNA (se indica también la superficie
de Van der Waals y las cargas).

98



CAPITULO 1: El Sistema de Dos Componentes AbrB1/B2

‘/\\% e Ny

Homodimero AbrB1 REC

[] protémero 1

[] protémero 2
HTH-LuxR

Interacciones Hidrofébicas
entre Protdmeros AbrB1

Homodimero AbrB1
[] protémero 1
|:| Protomero 2

. a-Hélice union
DNA

[ ona

Figura C1.25. Caracteristicas estructurales del regulador AbrB1 (homodimero). [A] Homodimero de
AbrB1. A la izquierda se indican los protdmeros de regulador que forman la proteina oligomérica. A
la derecha se indican los dominios de los protdmeros. [B] Interaccién que permite la formacion de
homodimeros de AbrBl. Leucinas protuberantes (Leul3) en cada uno de los protémeros
interacciona con un bolsillo hidrofébico presente en el otro protémero (formado por Leul4, Phels,
Leu21, Val22, Leu84 y Leul14). [C] Interaccidn de un homodimero de AbrB1 con una molécula de
DNA (se marcan las hélices que interaccionan con el DNA).
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Dominios REC y HTH-LuxR

Tanto el ndcleo de laminas-B del dominio REC, como el nucleo de hélices-a del dominio HTH-
LuxR mostraron un elevado grado de conservacién en AbrB1 con respecto a VraR y LiaR (Figura

C1.23).

Cambios conformacionales (activacion del regulador)

Cuando el regulador se encuentra en su forma inactiva, el dominio REC (a través de las hélices
a3y a4) se encuentra interaccionando con el dominio HTH-LuxR (a través de hélice a4) mediante
una interfase hidrofdbica estabilizada por puentes salinos y puentes de hidrégeno. Este
empaguetamiento da lugar a una conformacion “cerrada” del regulador. Cuando se produce la
fosforilacién de Asp55, se originan una serie de cambios conformacionales que permiten la
separacion del dominio REC y HTH-LuxR, adquiriendo una conformacién mucho mas “flexible”

que permite la formacién de homodimeros y la interaccidn con el DNA (Figura C1.24.A-B).

Sitio de fosforilacion

El sitio de fosforilacion se encuentra completamente conservado: tanto el residuo que se
fosforila para la activacién del regulador (Asp55), como los residuos que interaccionan con el

mismo (Asp9 y Lys107) (Figura C1.23).

En el regulador en estado inactivo, el residuo Asp55 se encuentra interaccionando con Lys107
(Figura C1.24.B). Cuando Asp55 se fosforila y el regulador se encuentra en estado activo, Lys107

pasa a interaccionar con Asp9 (Figura C1.24.C).

Sitio de reconocimiento del DNA

Todos los residuos pertenecientes al sitio de unidn al DNA se encuentran conservados, desde
Thr192 a Asn198, ademas de los residuos que estabilizan la union al DNA (Argl65, Asn179 y
Arg209) (Figura C1.23). La hélice-a que forman estos residuos presenta carga positiva, lo que

favorece su unién al DNA (Figura C1.24.C).

Hay que destacar que la secuencia consenso identificada para LiaR es T(X)4C(X)4G(X)4A (Davlieva
et al., 2015). El elevado grado de degeneracién de la secuencia diana del regulador podria ser
similar en el caso de AbrB1, lo que explicaria la dificultad de encontrar motivos de unién cuando
se analizaron los promotores de los genes diferencialmente expresados obtenidos en el andlisis

transcriptomico.
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Dimerizacion del regulador activo

La formacién de homodimeros en el caso del regulador VraR es posible gracias a la interaccion
de una metionina protuberante presente en cada uno de los protémeros con un “bolsillo”
hidrofdbico del dominio REC presente en el otro protémero, sélo accesible cuando el regulador

se encuentra fosforilado y activo.

En el caso de AbrB1, aunque los residuos no estdan completamente conservados, si se mantiene
la hidrofobicidad de la regidn. La metionina protuberante presente en VraR ha sido sustituida
por una leucina (Leul3) en AbrB1; ambos aminodcidos presentan una hidrofobicidad casi
idéntica (Finney et al., 1980; Guy, 1985). Lo mismo ocurre con el “bolsillo” hidrofébico; aunque
los residuos no son idénticos, se sigue conservando la hidrofobicidad: Leul4, Phel8, Leu2l,

Val22, Leu84 y Leul14 (Figura C1.25).

C1.11 - Publicaciones cientificas

Parte de los resultados presentados en este capitulo han sido publicados en la revista Frontiers

in Microbiology (Factor de Impacto 2020: 5,64; Q1 en la categoria “Microbiologia”).

- i
¢ frontiers ORIGINAL RESEARCH
in Microbiology 10,2380/

Antibiotic Production and Antibiotic
Resistance: The Two Sides of
AbrB1/B2, a Two-Component System
of Streptomyces coelicolor

Ricardo Sanchez de la Nieta’, Sergio Antoraz', Juan F. Alzate2, Ramén I. Santamaria™
and Margarita Diaz'*

Sanchez de la Nieta, R., Antoraz, S., Alzate, J.F., Santamaria, R.l., & Diaz, M. (2020). Antibiotic production and antibiotic
resistance: the two sides of AbrB1/B2, a two-component system of Streptomyces coelicolor. Frontiers in
Microbiology, 11(587750). https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.587750
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CAPITULO 2

El Regulador de Respuesta huérfano Aor1l

Aorl es un oRR de S. coelicolor codificado por el gen SCO2281. Estd implicado en la regulacién
de la produccién de antibidticos, entre otros procesos, y ha sido descrito por nuestro grupo de

investigacion (Antoraz et al., 2017).

Al ser un regulador huérfano, el gen aorl no estd asociado a ninguna HK a nivel gendmico,
aunque forma parte del operén SCO2279-82 (se desconoce la funcidon de los productos de
SC02279y SC0O2282; SCO2281 codifica un potencial regulador transcripcional; Figura C2.1.A). La
proteina Aorl presenta un tamafo de 227 aminodcidos (24,7 kDa), y consta de un dominio
receptor REC (aa 9-128) que contiene el sitio de fosforilacién (Asp60), y un dominio de unidn a
DNA HTH-LuxR (aa 156-218) de la familia NarL (Figura C2.1.B). Ademas, se encuentra muy

conservada dentro del género Streptomyces.

Se han identificado potenciales HK que podrian estar relacionadas con Aorl a través de
herramientas?? in silico de prediccién de interacciones proteina-proteina (Balewski & Hallberg,
2019; Burger & Van Nimwegen, 2008): SCO3750, SCO6424, SCO4667, SCO4598, SCO4597,
S5C02215,5C02359 y SCO0211. Tres de estas HK son huérfanas (SCO0211, SCO3750y SCO6424),
mientras que el resto estan asociadas a RR; cabe destacar que Aorl comparte una elevada
similitud de secuencia con dichos RR: $€C02216 (67,8%), SCO2358 (65,1%), SCO4596 (68,4%) y
SC04668 (65,2%). De las HK propuestas, varias ya han sido descritas: SCO4598 y SCO4597, que
pertenecen al Sistema de Dos Componentes (TCS) atipico AbrC1/C2/C3 (Rico, Santamaria, et al.,
2014; Rodriguez et al., 2015; Yepes et al., 2011), y SCO4667, que pertenece al TCS SitK/R
(Gongerowska-Jac et al., 2021). Sin embargo, hasta el momento no se ha determinado

experimentalmente las HK que interaccionan con Aorl.

Para el estudio detallado de este regulador huérfano, se generd la cepa S. coelicolor M145
ASC02281::aac3-1V (gen aorl reemplazado por un casete de resistencia a apramicina) mediante
la tecnologia REDIRECT (Gust et al., 2003). La delecion del gen aorl dio lugar a un efecto
pleiotrépico negativo sobre la produccion de los antibidticos ACT, RED y CDA, asi como sobre la
diferenciacion (Figura C2.1.C). El medio LB fue donde se observaron mayores diferencias
fenotipicas y mayor reproducibilidad, por lo que el estudio posterior de este regulador se realizé

en dicho medio.

2 https://portal.nersc.gov/project/nstaff/orakle2018/predictions/ 3 https://www.swissregulon.unibas.ch/cgi-bin/TCS.pl
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Figura C2.1. Antecedentes del regulador huérfano Aorl (Antoraz et al.,, 2017). [A] Contexto
gendmico de gorl en S. coelicolor. [B] Prediccidon de dominios del regulador huérfano Aorl. Se indica
el sitio de fosforilacion (Asp60), asi como el péptido utilizado en la obtencién de anticuerpos
policlonales a-Aorl. [C] Andlisis fenotipico de las cepas S. coelicolor M145 (wt) y S. coelicolor M145
Aaorl. Se muestra el analisis comparativo de la produccion de los antibidticos actinorrodina (ACT),
undecilprodigiosina (RED) y del antibiético dependiente de calcio (CDA); asi como del proceso de
diferenciacion (Dif.). [D] Anadlisis de sobreexpresion del regulador Aorl. A la izquierda se muestra la
produccion de actinorrodina; a la derecha se muestra la expresion del gen aorl (RT-qPCR).
*Significacion estadistica: valor-p < 0,05 [E] Esquema del modelo de regulacién de Aorl.
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La sobreexpresion de aorl bajo el promotor del operdn del que forma parte (5C02279-82) en
un plasmido multicopia no dio lugar a un incremento de la produccién de antibiéticos (Figura
C2.1.D), lo que sugiere que su modo de actuacién podria ser como regulador negativo de otros

reguladores negativos, al menos con relacion a la producciéon de antibidticos.

Ademas de los analisis fenotipicos, se llevé a cabo un andlisis transcriptomico de la cepa silvestre
y la cepa mutante Aaorl mediante RNAseq (medio LB, 36 horas de cultivo). Al aplicar los filtros
convencionales (FDR £0,05; |FC| 2 2) se identificaron 4039 genes diferencialmente expresados,
lo que supone gran parte de los genes de S. coelicolor (concretamente el 51,6%). Estos
resultados implican que el regulador Aorl podria tratarse de uno de los reguladores globales
mds importantes de S. coelicolor, capaz de integrar muchos de sus procesos celulares; y lo situan
en las etapas iniciales de las cascadas de regulacidn en este organismo. Sin embargo, debido a
la complejidad de analizar un nimero tan grande de genes, se decidié aplicar filtros mds estrictos

(FDR£0,01; |FC| = 3), lo que acotd el analisis a 504 genes diferencialmente expresados.

En el analisis transcriptomico se observd que la mayor parte de los genes de los clisteres act
(sintesis de actinorrodina) y cda (sintesis del antibidtico dependiente de calcio) se encontraban
subexpresados en la cepa mutante Aaorl (acorde a las observaciones fenotipicas). La ruta de
regulaciéon del Factor Sigma U (SigU), implicada en la secrecidon de proteinas, también se
encontrd subexpresada en la cepa mutante Aaorl. Sin embargo, la ruta de regulacién del Factor
Sigma B (SigB) relacionada con la respuesta a estrés osmatico se encontrd sobreexpresada en la
cepa mutante. Estos resultados sitdan a Aorl como un regulador positivo de la produccion de
antibioticos y la secrecion de proteinas, y como un regulador negativo de la respuesta a estrés

osmético (Figura C2.1.E).

Aungque el andlisis transcriptomico reveld los diferentes procesos biolégicos en los que esta
implicado Aorl, la gran cantidad de genes diferencialmente expresados no permitié identificar
sus dianas directas. Por lo tanto, durante la presente Tesis Doctoral, se decidid realizar un ensayo
de ChIP-Seq para identificar las secuencias diana del regulador Aorl y establecer de forma
exacta su red de regulacion. Para lleva a cabo la inmunoprecipitacién se decidid purificar y
utilizar anticuerpos policlonales a-Aorl obtenidos previamente en el laboratorio (Rico, 2014)
mediante inmunizacién de un conejo con un péptido del extremo carboxilo del regulador

huérfano Aorl (Figura C2.1.A).

En este capitulo se desarrollara el Objetivo 2: “Identificar los genes diana del Regulador de

Respuesta huérfano Aorl (SC02281) de Streptomyces coelicolor”.
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C2.1 - Optimizacion de la produccion de Aorl en Escherichia coli

Los anticuerpos policlonales a-Aorl obtenidos previamente en el laboratorio (Rico, 2014) no
habian sido purificados, sino que se encontraban en los antisueros extraidos del conejo
inmunizado con un péptido de Aorl. Se analizd la capacidad de inmunodeteccién del regulador
Aorl de este antisuero mediante Western Blot (Figura C2.2.A). Aunque en este analisis se
observaron sefales inespecificas, aparte de Aorl, es un resultado esperable ya que en el
antisuero utilizado hay presentes otros muchos anticuerpos; por lo que tras la purificacion de

los anticuerpos de interés (a-Aorl) este problema seguramente se solventara.
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Figura C2.2. Optimizacion de la produccion de Aorl en Escherichia coli. [A] Analisis de la presencia
de anticuerpos a-Aorl en el antisuero del conejo inmunizado con un péptido de Aorl. Se analizaron
mediante Western Blot extractos de las cepas E. coli BL21 (DE3) / pET22b(+) (control, plasmido vacio)
y E. coli BL21 (DE3) / pET-Aorl (sobreexpresion de Aorl); como anticuerpo primario se utilizé el
antisuero. Como control de carga se incluye gel tefiido con azul de Coomasie. [B] Esquema de los
casetes de expresion de Aorl de los plasmidos pET-Aorl y pQE-Aorl. [C] Bateria de ensayos para la
optimizacién de la produccion de Aorl. Se muestra la expresion relativa de la proteina en las
distintas condiciones analizadas: cepa hospedadora, densidad éptica del cultivo a la que se afiade el
inductor, concentracidn del inductor (IPTG) y condiciones de cultivo tras la adicién del inductor.
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La purificacion de los anticuerpos mediante cromatografia de afinidad requeria grandes
cantidades del regulador Aorl purificado; por lo tanto, como paso previo, se llevé a cabo la
expresion y purificacidon de esta proteina en Escherichia coli. Las condiciones utilizadas en el
laboratorio para la expresion de Aorl consistian en su induccién en la cepa E. coli BL21 (DE3) /
pET-Aorl mediante una concentracidn de IPTG de 1,0 mM al alcanzar una densidad dptica de
0,5, y posterior incubacidn a 372C durante 12 h (posteriormente la rotura celular se realizaba
mediante sonicacidn y se llevaba a cabo la purificacién a través de la “cola” de histidinas
mediante una resina de Ni-NTA). Sin embargo, en estas condiciones, la cantidad de Aorl
producida era insuficiente (se obtenian 0,05 pug Aorl / mL de cultivo; y para la cromatografia de
afinidad se requerian 5 mg de proteina), por lo que se decidié optimizar la produccién de este
regulador. Para ello se realizd6 una bateria de ensayos en la que se analizaron diferentes
condiciones de expresion y purificacion, siguiendo las recomendaciones del servicio Protein
Expression and Purification Core Facility* (EMBL), y de la literatura (Jia & Jeon, 2016; Kaur et al.,

2018; Rosano & Ceccarelli, 2014). Las condiciones de expresién de Aorl analizadas fueron:

e Cepa hospedadora: Se emplearon las cepas especializadas en la expresiéon de proteinas
E. coli BL21 (DE3) y E. coli Rosetta-gami B (DE3) (la denominacién DE3 indica que estas
cepas contienen el virus lisogénico ADE3, que presenta la RNA polimerasa T7).

e Plasmido de expresion: Se utilizaron los plasmidos de expresiéon pET-Aorl (derivado de
pET22b[+]) y pQE-Aorl (derivado de pQE30). El plasmido pET-Aorl expresa el regulador
Aorl marcado con 6xHis en el extremo Ct, mientras que en el caso de pQE-Aorl, el
regulador esta marcado en el extremo Nt. En ambos casos, la expresion del gen aorl es
inducible por IPTG (ya que contienen el operador lacO), aunque el promotor es diferente:
T7p en el caso de pET-Aorl, y T5p en el caso de pQE-Aorl (Figura C2.2.B).

e DOing: Las densidades dpticas de cultivo (A 600 nm) a las que se comenzd la induccién (por
adicién de IPTG) fueron 0,5y 2,0.

e Concentracion de inductor: Se evaluaron las concentraciones de IPTG 0,2 mM y 1,0 mM
para inducir la expresién de Aor1.

e Condiciones de cultivo: Tras la adicion del inductor los cultivos fueron incubados a 302C
durante 6 h, o a 252C durante 12 h.

e Rotura celular: Los diferentes procedimientos analizados fueron homogenizacién con
esferas de vidrio, disrupcidn por ultrasonidos (sonicacion) y rotura en molino criogénico.
La rotura celular en estos sistemas se complementd con lisis quimica mediante la adicidn

de detergentes a los buferes utilizados durante el proceso de rotura.

4 https://www.embl.org/groups/protein-expression-purification/

107


https://www.embl.org/groups/protein-expression-purification/

CAPITULO 2: El Regulador de Respuesta huérfano Aor1

La comparacién de la expresion de Aorl en las diferentes condiciones indicadas se muestra en
Figura C2.2.C. Sin embargo, el plasmido pQE-Aorl no se incluye, ya que su utilizacion mostrd
toxicidad en las células. Esto podria ser debido a que el sistema de induccién en los pldsmidos
derivados de pQE30 funciona peor que en los derivados de pET22b[+], ya que depende del
represor Lacl expresado por la cepa hospedadora (el pldsmido no contiene el gen lacl, a
diferencia de pET22b[+]), que podria ser insuficiente para limitar la expresién basal de aorl, lo
cual en etapas tempranas de crecimiento podria resultar perjudicial para las células. Ademas,
también podria implicar que el marcaje de Aorl en el extremo Nt impide su correcto

plegamiento, dando lugar a la formacién de agregados proteicos citotdxicos.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el proceso de optimizacidn, la expresidon de
Aorl se llevd a cabo en E. coli Rosetta-gami B (DE3) / pET-Aorl. La induccién de esta proteina se
realizé cuando los cultivos alcanzaron una densidad éptica de 2,0 con una concentracion de IPTG
de 0,2 mM; tras la adicion de IPTG los cultivos se incubaron a 252C durante 12 h. Larotura celular
se realizé mediante molino criogénico. En estas condiciones se consiguid obtener 6,25 ug Aorl
/ mL de cultivo (lo que supone 125 veces mas que en las condiciones previas a la optimizacidn),
con lo que se pudo obtener la cantidad requerida de la proteina Aorl purificada para la

purificacién de los anticuerpos por cromatografia de afinidad.
C2.2 - Purificacion de anticuerpos policlonales a-Aorl

Los anticuerpos policlonales a-Aorl presentes en el antisuero de conejo inmunizado se
purificaron mediante cromatografia de afinidad. Para ello, se llevd a cabo la fijacidén de la
proteina Aorl purificada a la columna cromatogrdfica de sefarosa activada por CNBr,
permitiendo la posterior unién y retencion de los anticuerpos presentes en el antisuero capaces
de reconocer a este regulador. El proceso se detalla en el apartado “MM.9.4 - Purificacion de

anticuerpos”; la monitorizacion realizada se muestra en la Figura C2.3.A.

Tras el proceso de purificacidn se evalud la capacidad de inmunodeteccién de los anticuerpos a-
Aorl obtenidos mediante Western Blot (Figura C2.3.B). El analisis se realizé tanto en la cepa E.
coli Roseta-gammi B (DE3) / pET-Aorl (como control se incluyd la cepa transformada con el
plasmido vacio) como en diferentes cepas de S. coelicolor: la cepa silvestre, la cepa mutante
Aaorl y la cepa mutante Aaorl complementada con el plasmido pNX-Aorl. En todos los casos
se detectd la presencia del regulador huérfano Aorl segun lo esperado; ademas, no se
observaron las sefales inespecificas que aparecian cuando se empleaba el antisuero (Figura

C2.2.A).
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Figura C2.3. Purificacion de anticuerpos a-Aorl. [A] Monitorizacion del proceso de purificacion de
anticuerpos policlonales a-Aorl a partir de suero de conejo inmunizado mediante cromatografia de
afinidad. Los niveles de proteina se controlaron mediante la determinacién de la absorbancia a una
longitud de onda de 280 nm durante la fijaciéon de Aorl a la columna (se incluyen los valores previos
a la unidn, asi como los de la fraccion no retenida), los lavados tras la incubacion del suero en la
columna y la elucién de los anticuerpos. [B] Andlisis de los anticuerpos a-Aorl purificados. Se
analizaron mediante Western Blot la proteina purificada (control positivo), extractos de las cepas E.
coli Rosetta-gami B (DE3) / pET22b(+) (control, pldasmido vacio) y E. coli Rosetta-gami B (DE3) / pET-
Aorl (expresion de Aorl), asi como extractos de las cepas S. coelicolor M145 (cepa silvestre), S.
coelicolor M145 Aaorl y S. coelicolor M145 Aaorl / pNX-Aorl (complementacién de Aorl); como
anticuerpo primario se utilizaron los anticuerpos a-Aorl purificados. Como control de carga se
incluye gel tefiido con azul de Coomasie.

C2.3 - Analisis de la expresion de Aorl en Streptomyces coelicolor

El patrén de expresidon del regulador huérfano Aorl en S. coelicolor se analizd a nivel
transcripcional (mediante RT-qPCR) y a nivel proteico (mediante Western Blot con los
anticuerpos purificados) a 36, 48 y 60 horas (Figura C2.4). En ambos casos, los mayores niveles
de expresidn se observaron a 36 horas (fin de la fase exponencial de crecimiento), que se van
reduciendo a 48 y 60 horas. Como control se analizé la cepa mutante Aaorl, en la que no se
detectdé expresidon de Aorl (solo se muestran los resultados correspondientes al analisis de

expresion a nivel proteico en esta cepa).
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Figura C2.4. Analisis de la expresion de Aorl en Streptomyces coelicolor. [A] Expresion del gen aorl
a 36, 48 y 60 horas en la cepa silvestre S. coelicolor M145 en medio LB (andlisis realizado por RT-
gPCR). La normalizacion se realizé en base a la expresion del gen rpsL (SCO4659). Las barras de error
muestran la desviacion estandar de cuatro réplicas. A la derecha se muestra la curva de fusion de los
productos de la RT-qPCR; el area coloreada muestra la desviacién estandar. [B] Expresion de la
proteina Aorl a 36, 48 y 60 horas en medio LB (andlisis realizado por Western Blot). Se analizé la
proteina purificada (control positivo), y las cepas S. coelicolor M145 y S. coelicolor M145 Aaorl; como
anticuerpo primario se utilizaron los anticuerpos a-Aorl purificados. Como control de carga se
incluye gel tefiido con azul de Coomasie.

C2.4 - Identificacion de las secuencias diana de Aorl por ChiP-Seq

El andlisis transcriptomico de Aorl (Antoraz et al., 2017) reveld que este regulador es clave en
la coordinacion de una enorme cantidad de procesos bioldgicos en S. coelicolor, ya que su
delecién afecta a la expresion de la mitad de los genes de este organismo. Por lo tanto, resulta
esencial identificar las secuencias dianas de Aorl mediante ChIP-Seq, metodologia en la que se
inmunoprecipitan moléculas del regulador junto con las secuencias génicas a las que se une, lo
gue permite la secuenciacion e identificacion de las mismas. El proceso se detalla en el apartado

“MM.4.9 - Identificacidon de secuencias diana por ChIP-Seq”.

Sin embargo, el proceso no se pudo completar de forma satisfactoria, ya que no se consiguid

obtener DNA en el proceso de inmunoprecipitacién con los anticuerpos a-Aorl.
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Se realizaron multiples chequeos en las diferentes etapas del proceso (Figura C2.5), para
descartar problemas como que el regulador Aorl no se estuviera expresando en las muestras
analizadas, que el cross-linking (fijacion de complejos proteina-DNA mediante formaldehido)
fuera excesivo, que los anticuerpos a-Aorl no se estuvieran uniendo a la Proteina A durante la
inmunoprecipitacién, o que la concentracion del anticuerpo no fuera la adecuada. Ademas, se
incluyeron controles Mock e Input: por un lado, en los controles Mock no se realizé el paso de
incubacién con anticuerpos durante la etapa de inmunoprecipitacion, por lo que sirven como
control negativo para detectar moléculas que se unan de forma inespecifica a la Proteina A
durante la inmunoprecipitacién; por otro lado, en los controles Input no se realizo el paso de
inmunoprecipitaciéon, por lo que son representativos del material genético de partida, y
permiten evaluar, entre otras, la cantidad de DNA de partida, el rango de tamafios de DNA tras
la fragmentacidn por ultrasonidos o el potencial enriquecimiento de ciertas secuencias debido
a causas distintas a la inmunoprecipitacidén. Teniendo en cuenta las comprobaciones realizadas,
algunos de los problemas que podrian estar impidiendo la obtencién de las secuencias dianas

de Aorl por inmunoprecipitacion son:

e Anticuerpos no adecuados para inmunoprecipitacion: Aunque los anticuerpos
policlonales a-Aorl purificados durante el presente trabajo son adecuados para la
inmunodeteccién del regulador Aorl por Western Blot tanto en E. coli como en S.
coelicolor (Figura C2.3.B, Figura C2.4.B), pueden no serlo para su inmunoprecipitacion.
Esto podria ser debido a que el epitopo reconocido por los anticuerpos no esté accesible
cuando Aorl se encuentra realizando su funcién biolégica (en los analisis por Western
Blot, la separacion de proteinas se lleva a cabo en condiciones desnaturalizantes, por lo
que este problema no afectaria en la inmunodeteccién).

e Niveles muy bajos de proteina Aorl: La cantidad de regulador Aorl expresada en S.
coelicolor es bastante baja, incluso a 36 horas (donde se observan mayores niveles de
expresion), por lo que, a pesar de ser suficiente para cumplir su papel fisiologico, puede

no ser suficiente para la purificar la cantidad requerida de DNA para realizar el ChIP-Seq.

Como estrategia alternativa para solventar estos problemas se decidid sobreexpresar el gen
aorl para la realizacion del ChlIP-Seq. Los estudios previos indican que esto no afecta
significativamente al fenotipo ni resulta toxico (Antoraz et al., 2017), por lo que al haber mas
cantidad de regulador se podria facilitar la purificacién de secuencias dianas por ChIP-Seq.
También se decidid marcar la proteina con un epitopo que permitiese el empleo de anticuerpos
comerciales cuya aplicacidon en procesos de inmunoprecipitacion en S. coelicolor haya sido

previamente contrastada.
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Figura C2.5. Comprobaciones realizadas en el ChIP-Seq de Aorl. [A] Esquema de las etapas del
ChIP-Seq y chequeos realizados a lo largo del proceso. [B] Analisis de la concentracion y calidad de
DNA de las muestras y controles previo al paso final de secuenciacién. Se muestran los
electroferogramas (Agilent 2100 Bioanalyzer) de una de las muestras ChIP, de uno de los controles
Mock (control sin paso de incubacidn con anticuerpos durante la etapa de inmunoprecipitacion) y de
uno de los controles Input diluido (control sin etapa de inmunoprecipitacién). Los picos de 35 y
10380 bp se corresponden a marcadores del kit Agilent High Sensitivity DNA.
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C2.5 - Marcaje de Aorl con el epitopo 3xFLAG

Como se ha indicado en el apartado anterior, se decidid sobreexpresar y marcar el regulador
Aorl de cara a reintentar la identificacidon de sus secuencias dianas por ChIP-Seq. Para ello se
disefaron los casetes STAorl-CE y STAorl-NE (Figura C2.6.A). Se decidié utilizar el promotor
fuerte constitutivo ermE*p para controlar la expresién del gen aorl. Para marcar el regulador
en ambos extremos (Ct y Nt) se selecciond el epitopo 3xFLAG, ampliamente utilizado en
Streptomyces para estudios de ChIP (Al-Bassam et al., 2014; Bush et al., 2017; Crack et al., 2015;
Lewis et al., 2019; Liu, Zhang, et al., 2019; Munnoch et al., 2016; Pullan et al., 2011; Som et al.,
2017; Zhu et al., 2021, 2022).

STAorl-CE STAorl-NE
ermE*p ermE*p
mmrT mmrT
| I 2 | I s
3xFLAG 3xFLAG
e wt Aaorl

pKC796H pKC796H pKC-STAorl-CE pKC-STAorl-NE

pPKC796H: Control (plasmido vacio)
pKC-STAor1-CE: Sobreexpresion de Aorl-3xFLAG
pKC-STAor1-NE: Sobreexpresion de 3xFLAG-Aorl

Figura C2.6. Marcaje de Aorl con el epitopo 3xFLAG. [A] Esquema de los casetes de expresién de
Aorl generados. El casete STAorl-CE permite la expresion del regulador Aorl marcado con el
epitopo 3xFLAG en el extremo Ct; mientras que en el caso de STAor1-NE, el marcaje es en el extremo
Nt. En ambos casos el gen aorl se encuentra bajo el control del promotor fuerte constitutivo
ermE*p. [B] Analisis fenotipico de la cepa S. coelicolor M145 (wt) transformada con el plasmido
control pKC796H, y de la cepa S. coelicolor M145 Aaorl transformada con el plasmido control
pKC796H y los plasmidos pKC-STAorl1-CE y pKC-STAorl-NE (sobreexpresion de Aorl marcado con
3XFLAG en los extremos Ct y Nt respectivamente). Se muestran fotografias de la parte superior e
inferior de las placas con medio R2YE tras 5 dias de incubacidn.
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Los casetes STAorl-CE y STAorl-NE se introdujeron en los plasmidos integrativos pNG3 vy
pKC796H (contienen las integrasas de los fagos @BT1 y @C31 respectivamente), dando lugar ala
bateria de plasmidos pNG-STAor1-CE, pNG-STaorl-NE, pKC-STAorl-CE y pKC-STAor1-NE, tal y

como se indica en el apartado “MM.6 - Disefio y construcciéon de vectores”.

No se consiguid la integracion del regulador Aorl marcado con 3xFLAG mediante el sistema del
bacteriéfago @BT1 (los plasmidos derivados de pNG3 no pudieron ser introducidos por
transformacion en S. coelicolor M145 Aaorl), aunque no se consiguieron determinar los
motivos. En cambio, si se logré mediante el sistema de integracidon del bacteriéfago ¢@C31

(plasmidos derivados de pKC796H) (Figura C2.6.B).

Sin embargo, esta estrategia no mostré resultados favorables. En el caso de pKC-STAor1-CE, el
regulador Aorl-3xFLAG (marcaje Ct) no parecia ser funcional, ya que no complementé el

fenotipo de la cepa mutante Aaorl. En el caso de pKC-STaorl-NE, se observé un efecto toxico.

La toxicidad observada en S. coelicolor por la expresion de Aorl marcado con 3xFLAG en el
extremo Nt, asi como la observada previamente en E. coli por la expresién de Aorl marcado con
6xHis en el extremo Nt (apartado “C2.1 - Optimizacién de la expresién de Aorl en Escherichia
coli”), parecen indicar que la adicidn de etiquetas proteicas al extremo Nt del regulador Aorl
impiden su correcto plegamiento, dando lugar a la formacion de agregados proteicos

citotoxicos.
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Los TCS constituyen el sistema de transduccidon de sefiales predominante en los organismos
procariotas. Dentro de la cascada de sefializacion, la etapa mas problematica de cara a su
andlisis es precisamente la inicial, la activacién de la HK. La identificacién de los
estimulos que activan a los TCS y modulan sus cascadas de sefalizacidn es uno de los mayores
obstaculos en el estudio de estos sistemas de regulacion, y el mejor ejemplo de ello se
encuentra en Streptomyces coelicolor. Este organismo presenta 68 TCS completos, 41 oHK 'y 18
oRR, de los cuales se han descrito y analizado 25 TCS, 5 oHK y 10 oRR (lo que representa
aproximadamente un tercio del total); sin embargo, solo se ha conseguido determinar de forma
precisa la sefial de activacion de dos de ellos: VanS/R y GluK/R. En el caso VanS/R, la sefial de
activacion es la molécula del antibidtico vancomicina unida al intermediario de la sintesis de la
pared celular Lipid Il (Koteva et al., 2010; Kwun et al., 2013; Lockey et al., 2020); mientras que
en el caso de GIuK/R, la sefial de activacion es la molécula de glutamato (Li et al., 2017). En otros
TCS se intuye el estimulo percibido por la HK y se han podido obtener algunas evidencias de ello,
por ejemplo, se ha propuesto que AbrA1/A2 responde a hierro (Rico, Yepes, et al., 2014), y en
el caso de PhoR/P se ha determinado que se activa en situaciones limitantes de fosfato (Martin
& Liras, 2021); sin embargo, en estos casos no se ha determinado la sefial que interacciona
directamente con el domino sensor de la HK. Enel caso de PhoR/P se han propuesto mecanismos
en otros organismos, sin embargo hay varios modelos y no se sabe cudl sigue Streptomyces

(Martin & Liras, 2021).

La identificacidn del estimulo o sefial que activa a una HK presenta multiples dificultades. Por un
lado, la cantidad y variedad de estimulos que pueden activar a las HK es extremadamente amplia
(Krell et al., 2010; Lazar & Tabor, 2021), por lo tanto, incluso habiendo pistas de cual podria ser
la sefial de activacién, en base a los procesos celulares en los que esta involucrado el TCSy a los
genes que regula, puede llegar a ser muy dificil establecer cual es el estimulo exacto que percibe
la HK, alin mds si tenemos en cuenta que estos sistemas de regulacién suelen ser pleiotrdpicos.
Por otro lado, existe la dificultad afadida de que las HK suelen ser proteinas de membrana, por
lo que su purificacidon, manejo y estudio es muy complicado. Las HK deben ser purificadas
asociadas a membranas lipidicas, en estructuras como proteoliposomas o nanodiscos
(Hornschemeyer et al.,, 2016; Hussain et al., 2016), para mantener su plegamiento vy

funcionalidad. Una vez obtenidas, algunas metodologias disponibles para analizar el proceso de
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deteccion de la sefial de activacion son la Interferometria de Biocapa (BLI), la Espectroscopia de
Dicroismo Circular por Radiacién de Sincrotrén (SRCD) y la Ultracentrifugacion Analitica (AUC)
(Hussain et al., 2016). Sin embargo, estas estrategias no son validas para realizar estudios
preliminares que permitan identificar, o al menos acotar, los estimulos percibidos por las HK si
no se conocen de antemano, ya que requieren de equipamiento muy especifico y son costosas,

tanto en términos econémicos como en el tiempo que requieren para su aplicacion.

Teniendo todo esto en cuenta, durante el presente trabajé se realizé el disefio y construccién
de una plataforma para el estudio sistematico in vivo de las sefiales y estimulos que activan a las
HK de los TCS en Streptomyces. El objetivo no es disefiar una herramienta que permita la
identificacion y caracterizaciéon de la interaccidn biofisica entre un determinado ligando v el
dominio sensor de la HK, sino una herramienta que permita los estudios preliminares necesarios
previos a dicho andlisis. El enfoque es que esta herramienta presente una elevada usabilidad, es
decir, que pueda ser aplicada de la forma mads rapida y sencilla posible por el usuario en el

escrutinio de sefiales de activacion de las HK en Streptomyces.

En este capitulo se desarrollara el Objetivo 3: “Diseiiar y construir una plataforma para la

identificacion de las seiiales de activacion de las Histidina Quinasas en Streptomyces”.

La denominacién que se ha designado para esta herramienta es: Histidine Kinase Activating

Signaling Platform (HKASP).
C3.1 - Diseio general de la plataforma HKASP

El disefio base de la plataforma HKASP es similar al propuesto por Christina E. Lehning y
colaboradores (Lehning et al., 2017). Estos autores disefiaron una plataforma en Escherichia coli
para el escrutinio sistematico in vivo de librerias de moléculas pequefias que inhiban el proceso
de activaciéon de HK implicadas en procesos de virulencia en bacterias patdgenas, para su
aplicacion como antibidticos. Esta plataforma se basa en HK quiméricas (qHK) en las que se
fusiona los dominios sensor-transmisor de una HK de interés (contra la que se buscan
inhibidores de su proceso de activacion; para la validacion de la plataforma los autores usaron
la HK NarX, que actia como sensor de nitratos y nitritos), con los dominios cataliticos citosdlicos
de la HK EnvZ, que ha sido extensamente caracterizada, y que regula la activacion del RR OmpR.
Adicionalmente, se utiliza un gen reportero controlado por OmpR que codifica un producto
fluorescente que puede ser monitorizado mediante citometria de flujo. El funcionamiento de

esta plataforma se basa en que la qHK detecta las sefiales de activacién de la HK que se desea
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estudiar, pero la transduccién de sefiales se produce a través de la cascada EnvZ-OmpR
(extensamente caracterizada), que activa un gen reportero que pone de manifiesto el estado de

activacion de la ruta de transduccion (Figura C3.1).
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Figura €3.1. Plataforma basada en Histidina Quinasas quiméricas (Lehning et al., 2017). Plataforma
plataforma se basa en gHK formadas por la HK de interés que se desea estudiar (HK;) y EnvZ, que

HK; EnvZ E. coli O - ‘ O E. coli
en E. coli para el escrutinio sistematico in vivo de librerias de moléculas pequefias que inhiban el
regula la activacién del RR OmpR. Este regulador controla a su vez la expresidon de los sistemas
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proceso de activaciéon de HK implicadas en procesos de virulencia en bacterias patdgenas. Esta
reporteros YFP y CFP (proteinas fluorescentes amarilla y cian).

La plataforma HKASP también se basa en qHK, en las que se fusionaran los dominios sensor-
transmisor de una HK de interés cuya sefial de activacion se desee conocer, con los dominios
citosodlicos cataliticos de una HK previamente caracterizada en S. coelicolor. Junto con la qHK, la
plataforma HKASP contendra el RR regulado por la HK de la que se ha seleccionado el dominio
catalitico, y un gen reportero que permitird monitorizar la activacion de este sistema de
transduccion quimérico (Figura C3.2). Ademas, la expresion del TCS quimérico serd regulada por

un riboswitch, lo que permitird un control mas preciso de esta herramienta.

Hasta ahora, todas las qHK construidas derivan de HK procedentes de bacterias de los filos
Proteobacteria, Firmicutesy Cianobacteria, por lo que las qHK generadas en la plataforma HKASP
serian las primeras basadas en TCS de bacterias del filo Actinobacteria. Esto abriria las puertas
al diseno de nuevas herramientas para el estudio de los TCS en este grupo bacteriano, que
incluye desde los grandes productores de antibidticos del género Streptomyces hasta los

patdgenos del género Mycobacterium.
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Otro de los aspectos clave en el disefio de la plataforma HKASP serd la usabilidad. Esta
construccién serd incluida en un plasmido y presentara sitios especificos que faciliten su edicidn
génica, tanto en la generacion de las gHK como en la eleccién del gen reportero, de tal forma
que su integracion en el flujo de trabajo de un laboratorio en el que no se haya utilizado
previamente sea lo mas rdpida y sencilla posible. Este aspecto es una de las principales
diferencias con la plataforma propuesta por Christina E. Lehning y colaboradores (Lehning et al.,

2017), y pretende ser uno de los pilares claves en la aplicacion de esta herramienta.

O O Streptomyces O Streptomyces
o .©
Plasmido * é
Plataforma
HKASP
qHK qHK
L J
Hk|/ RRi HKcaract./RRcaract.
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Figura C3.2. Planteamiento de la plataforma HKASP. La plataforma HKASP se basa en la generacion
de qHK, en las que se fusionaran los dominios sensor-transmisor de una HK de interés cuya seiial de
activacion se desee conocer (HK;), con los dominios citosdlicos cataliticos de una HK previamente
caracterizada en Streptomyces (HK_,,,.)- La plataforma HKASP también incluird el RR,, ¥ un gen
reportero que permitird monitorizar la activacion del sistema de transduccion quimérico. Ademas la
plataforma HKASP sera incluida en un plasmido, para facilitar su manipulacion y posterior aplicacién.
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A continuacion, se detalla el disefio del Casete HKASP, que sera la construccidn genética base
sobre la que se apoyara esta herramienta, asi como los plasmidos que portaran este casete
genético y la cepa hospedadora en la que se podra aplicar mas eficientemente. El proceso de
construccion se detalla en la seccién de “Materiales y Métodos”, en los apartados “MM.6 -
Disefio y construcciéon de vectores” y “MM.8 - Edicion gendmica mediante CRISPR-Cas9”. Cabe
destacar que, debido a limitaciones de tiempo, aunque se han generado todas las
construcciones genéticas, no se ha podido completar la validacién de la plataforma HKASP

durante la presente Tesis Doctoral, lo cual se comentara al final de este capitulo.
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C3.2 - Diseio y organizacion del Casete HKASP

El Casete HKASP comprende dos mddulos principales: el Mddulo Sensor, que incluye el TCS
quimérico; y el Médulo Reportero, que incluye el gen reportero. La orientacién de las unidades
transcripcionales presentes en ambos médulos es convergente (Figura C3.3.A). Los médulos del
Casete HKASP se encuentran aislados a nivel transcripcional gracias a la inclusidon de tres
terminadores, dos de ellos situados en los extremos del casete (que lo aislaran de las regiones
adyacentes), y el restante entre el Mddulo Sensor y Mddulo Reportero. En los extremos se
situaran los terminadores unidireccionales del fago Fd y del fago Lambda (fdT y AtoT,
respectivamente), mientras que en la regién central se situara el terminador bidireccional del
gen mmr de resistencia a la metilenomicina (mmrT), procedente del plasmido SCP1 de S.

coelicolor A3(2) (Figura C3.3.B).
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Figura C3.3. Disefio y organizacion del Casete HKASP (I). [A] Disefio del Casete HKASP, que
comprende el Médulo Sensor y Médulo Reportero. [B] Distribucion de los terminadores en el Casete
HKASP. Se muestra la secuencia y estructura secundaria que adquieren para finalizar la
transcripcion.
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El Mdédulo Sensor, en su disefio basico, incluira el promotor ermEp1, el riboswitch TheoE*, el gen
del RR, el sitio de insercién que permitird introducir el fragmento del gen que codifica los
dominios sensor-transmisor de la HK cuya sefial de activacion se desea identificar, y el fragmento
del gen que codifica los dominios cataliticos (DHp y CA) de la HK asociada al RR (Figura C3.4.A).
El Mddulo Reportero, en su disefio basico, incluirda un promotor regulado por el RR del TCS
quimérico, asi como el sitio de insercidn que permitira introducir un gen reportero (Figura
C3.4.B). Por lo tanto, el casete basico HKASP contiene todos los elementos requeridos para su
funcionamiento, a excepcién del dominio sensor de la HK que se desea estudiar y del gen
reportero, aunque presenta los sitios de insercién para ambos. Este casete serd introducido en
un plasmido, que serd denominado pHKASP, para facilitar su manipulacidn y posterior aplicacion

(Figura C3.4.C).

Q Maodulo Sensor (basico) 9 Moddulo Reportero (basico)

ermEpl RR_, act. HK . act. Promotor diana de RR

(Dominios DHp-CA)
Lo— >- C

TheoE* Sitio Insercion Sitio Insercion

caract.

HK; (dominios

Gen reportero X
sensor-transmisor)

It

Casete HKASP

pHKASP

R
2

pHKASP-R-HK

Figura C3.4. Disefio y organizacion del Casete HKASP (l1). [A] Mddulo Sensor del Casete HKASP en su
disefio basico. [B] Mddulo Reportero del Casete HKASP en su disefio basico. [C] Estrategia general de
aplicacién de la plataforma HKASP. El vector pHKASP contiene el casete basico. Al introducir el gen
reportero se genera pHKASP-R. Finalmente, al introducir el fragmento del gen que codifica los
dominios sensor-transmisor de la HK cuya sefia de activacidn se desea identificar, se genera pHKASP-
R-HK. La introduccion de estos elementos se realizara en los sitios de insercidn indicados.
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La estrategia general de cara a la aplicacién de la plataforma HKASP empieza por generar un
pldasmido derivado del vector pHKASP, que contenga el gen reportero que se desee emplear,
mediante su clonacién en el sitio de insercién disefiado para ello, dando lugar al plasmido
pHKASP-R (se asignara el nombre en funcidn del gen seleccionado) (Figura C3.4.C). Durante el

presente trabajo se generaron plasmidos de este tipo para ofrecer diferentes opciones de base.

Posteriormente, se generaria un plasmido derivado del vector pHKASP-R seleccionado, que
contenga el fragmento del gen que codifica los dominios sensor-transmisor de la HK cuya sefial
de activacion se desea identificar, fusionado al fragmento del gen que codifica los dominios
cataliticos (DHp y CA) de la otra HK ya presente en el casete HKASP, dando lugar a un gen
guimérico. Este fragmento de DNA serd clonado en el sitio de insercién disefiado para ello,
dando lugar al plasmido pHKASP-R-HK (se asignara el nombre en funcién de los genes
seleccionados) (Figura C3.4.C). Este plasmido es el que sera utilizado para la identificacion de la

sefial de activacidn de la HK de interés.
C3.3 - Mddulo Sensor: Sistema de Dos Componentes quimérico

El TCS quimérico presente en el Mddulo Sensor del Casete HKASP se encuentra bajo el control
del promotor ermEp1 (promotor constitutivo de potencia media, obtenido originalmente del
gen de resistencia a eritromicina de Saccharopolyspora erythraea) (Bibb et al., 1985) y el
riboswitch TheoE* (contiene un aptamero sintético de unién a teofilina que actia como
“interruptor” del proceso de traduccion) (Jenison et al., 1994; Lynch et al.,, 2007), que
constituyen un circuito genético que permite el control condicional de la expresién génica en S.

coelicolor (Rudolph et al., 2013, 2015) (Figura C3.5.A).

En ausencia de teofilina (se puede utilizar cafeina como control, ya que es estructuralmente muy
similar a la teofilina, pero no activa el riboswitch TheoE*), tiene lugar la transcripcion de los
genes del TCS quimérico por el promotor ermEp1; sin embargo, no se produce la traduccion de
los RNA mensajeros debido al bloqueo de la secuencia Shine-Dalgarno de unién del ribosoma
(RBS) y del coddn de iniciacion por el aptamero de teofilina. Al afiadir teofilina al medio, se une
al aptamero y produce un cambio conformacional que permite la traduccidn del TCS quimérico

(Figura C3.5.B-C).
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Figura C3.5. Disefio del Médulo Sensor. [A] Region promotora del TCS quimérico en el Médulo
Sensor. [B] Estructura quimica de la teofilina y la cafeina. [C] Funcionamiento del riboswitch TheoE*.
Se muestran las estructuras secundarias de este motivo regulador en su estado apagado (izquierda) y
encendido (derecha). En ausencia de teofilina (se emplea cafeina como analogo no inductor), el
riboswitch se encuentra apagado, por lo que el RBS y el coddn de inicio quedan inaccesibles. En
presencia de teofilina, el riboswitch se encuentra encendido, dejando accesibles el RBS y el codén de
iniciacion, posibilitando el proceso de traduccidn.
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El TCS previamente caracterizado en S. coelicolor que se ha seleccionado como base para la

construccién del TCS quimérico, y que constituird la ruta de transduccion de la plataforma

HKASP, es el sistema VanS/R (SCO3589/90). Este TCS es uno de los mas extensamente

caracterizados en S. coelicolor, y presenta una serie de caracteristicas muy beneficiosas e

interesantes de cara a la aplicacién que se le pretende dar (Figura C3.6):

Las proteinas VanS y VanR presentan una arquitectura candnica. La HK VanS presenta un
tamafio de 364 aa (39,5 kDa) y una estructura clasica: dos regiones transmembrana (aa
12-37, 66-85), un dominio extracelular de recepcién de la sefial (aa 38-65) entre ambas
regiones transmembrana, un dominio transmisor HAMP (aa 86-139), un dominio de
dimerizacion-fosforilacion HisKA (aa 139-204) que contiene el sitio de fosforilacion
(His150), y un dominio HATPase-c (aa 246-359) (Figura C3.6.A). El RR VanR presenta un
tamafio de 231 aa (24,9 kDa) y pertenece a la familia OmpR; presenta un domino receptor
REC (aa 2-116) que contiene el sitio de fosforilacién (Asp51) y un dominio de uniéon a DNA
WHTH-OmpR/PhoB (aa 124-219) (Figura C3.6.B). A nivel gendmico, en el operdn de este
sistema se encuentra primero el gen vanR y luego vanS, mismo orden que el establecido

en el Mddulo Sensor de la plataforma HKASP.

La ruta de transduccidn de sefiales del TCS VanS/R se encuentra muy bien caracterizada
(Figura C3.6.C). Se ha identificado la sefal de activacién de la HK VanS, y se ha
caracterizado su interaccién a nivel molecular con el dominio sensor (Koteva et al., 2010;
Kwun et al., 2013; Lockey et al., 2020); se ha caracterizado la interaccién entre VanS y
VanR, con especial énfasis en el proceso de fosforilacion / desfosforilacion del RR VanR
(Hutchings, Hong, & Buttner, 2006; Novotna et al., 2016); se ha determinado la estructura
de VanR en su forma activa e inactiva (Maclunas et al., 2021) (Figura C3.6.D); y se han
identificado las dianas de VanR, asi como su funcién y papel fisioldgicos (Hong et al., 2004,

2005; Hutchings, Hong, & Buttner, 2006).

La funcion fosfatasa de la HK VanS juega un papel fundamental en esta cascada de
sefializacion, impidiendo una activacion indebida de la misma (debido por ejemplo a la
fosforilacién del RR VanR por fosfodonadores de bajo peso molecular como el acetil
fosfato) (Figura C3.6.C). Este aspecto es critico de cara a la plataforma HKASP, ya que
constituye un mecanismo de control para bloquear la activacién del sistema en ausencia

de la sefial.
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Figura C3.6. Sistema de Dos Componentes VanS/R. [A] Arquitectura de la HK VanS. [B] Arquitectura
del RR VanR. [C] Ruta de transduccion de sefiales del TCS VanS/R. Se muestra tanto en ausencia
como en presencia de su sefal de activacién: vancomicina unida al intermediario Lipido II. [D]
Estructura del RR VanR en su estado inactivo (PDB ID: 7LZ9) y en su estado activo (PDB ID: 7LZA). Se
indica la estructura secundaria: laminas-B en verde, y hélices-a en azul; en rojo se muestra la
molécula de BeF;.
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e EI TCS VanS/R participa Unicamente en la resistencia a vancomicina y en la respuesta al
dano de pared celular, un proceso celular muy especifico y no esencial en condiciones
normales. El reguldn de este sistema es muy reducido, solo comprende a los genes
vanSRIKHAX (SCO3589/90; SCO3592-96) que forman el cluster van al que pertenece el
propio TCS. Esto supone una ventaja de cara a identificar el motivo reconocido por VanR
y seleccionar un promotor para su uso en el Médulo Reportero de la plataforma HKASP.
También facilita el disefio de un hospedador d6ptimo que no interfiera en el

funcionamiento de la plataforma HKASP.

La regién seleccionada de la HK VanS para generar la gHK es la comprendida entre los
aminoacidos 139-364, que incluye el dominio HisKA (DHp) y HTPase-c (CA), y va justo desde el
comienzo del dominio DHp hasta el final de la proteina. Por lo tanto, la regidon que se debera
seleccionar en la HK cuya sefal de activacion se desee identificar (HK;) ird desde el inicio de la
proteina hasta el comienzo del dominio DHp (Figura C3.7). Como se ha explicado anteriormente,
este disefio de fusidn para generar las qHK es el que mejor resultados ha mostrado en términos

de funcionalidad de la proteina quimérica.
qHK
vans$ (SCO3589) hk
1 — - >
Van$S \ m HK;

1
DD CD 3 D DG CD .3
J

L

aa 139-364

Figura C3.7. Histidina Quinasa quimérica en la plataforma HKASP. Estrategia de fusidon para generar
la gHK en la que se basa la plataforma HKASP, a partir de la HK VanS, y una HK cuya sefial de
activacién se desee identificar (HK;).

El dltimo punto clave que hay que tratar dentro del Mddulo Sensor es el disefio del sitio de
insercidn que se utilizara para introducir los dominios sensor-transmisor de la HK de interés. Se
ha decidido que este sitio de insercién no se encuentre al inicio del operdn del TCS quimérico
para evitar solapamientos con el sitio de insercidon del gen reportero (que si debe situarse
obligatoriamente tras el promotor incluido en el Mddulo Reportero) en la seleccion de sitios de
restriccion y en la estrategia de clonacion. Por ello, el operdn comienza con el gen vanR vy el sitio

de insercidon se encuentra entre este gen y el fragmento del gen vanS (nt 415-1095).
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Se ha descartado utilizar un sitio de clonacién multiple (MCS) para no separar demasiado los
genes del operdn, por si afecta a la transcripcion del mismo. Se pretende que el sitio de insercidn
sea pequeiio y comprenda pocos sitios de restriccidn, pero que estos presenten una elevada
usabilidad. El que solo se vayan a clonar secuencias codificantes en este sitio de insercion facilita
la busqueda de enzimas dptimas para el mismo. Se ha realizado una busqueda de enzimas de
restriccion que reconozcan secuencias cuya tasa de aparicidon en secuencias codificantes del
genoma de S. coelicolor sea muy baja, y que presenten varios isocaudémeros (enzimas de
restriccion que reconocen secuencias distintas, pero generan extremos cohesivos compatibles).
Para esta busqueda se ha aprovechado el hecho de que los sitios de restriccién habituales son
secuencias de 6 bp, que pueden ser divididos en dos grupos de 3 bp, mismo tamafio que
presentan los codones, por lo que al analizarlos en funcién de la frecuencia encontrada para
dichos codones en S. coelicolor gracias a la base de datos CUTG (Nakamura et al., 2000) (Figura
C3.8), se puede hacer una estimacion de la incidencia de los sitios de restriccion en regiones
codificantes. Esta metodologia de busqueda ha ofrecido muy buenos resultados, tal y como se

muestra en Figura C3.9.

Se decidi6 que el sitio de insercion esté formado por los sitios de restriccion Avrll (C]CTAGTG)
y EcoRV (GAT | TATC) (Figura C3.10). La clonacidn en este sitio de insercion es de orientacion

dirigida, ya que Avrll genera extremos cohesivos.

En el caso de Avrll, el sitio de restriccion presenta una incidencia muy baja en regiones
codificantes, ya que los tripletes de nucledtidos que lo forman presentan una baja frecuencia de
aparicidn; ademas, presenta 3 isocauddmeros que también presenta una tasa de aparicidn muy
reducida en regiones codificantes: Spel (A|CTAGTT; a veces bloqueado por metilacion EcoKl),
Nhel (GJCTAGTC), y Xbal (TICTAGTA,; a veces bloqueado por metilacién Dam) (Tabla C3.1).
Esto es especialmente importante de cara a la estrategia de clonacién, ya que el fragmento que

sea introducido en el sitio de insercion debe presentar un extremo cohesivo compatible.

Tabla C3.1. Sitio de insercion del Médulo Sensor (I). Se muestran enzimas compatibles con el extremo
cohesivo del sitio de insercion del Mdédulo Sensor. Se indica la frecuencia de los tripletes de nucledtidos
que forman los sitios de restriccién en el marco de lectura de secuencias codificantes.

Enzima | Sitio de Restriccion Isoesquizomeros  Bloqueo

Avrll C|CTAGTG | CCT 0,16% | AGG 0,37% | Xmall, Binl, AspA21 | -

Spel A|CTAGTT | ACT 0,12% | AGT 0,15% | Ahll, Bcul Metilacion EcoKl
Nhel G|CTAGTC | GCT 0,31% | AGC  1,25% | AsuNHI -

Xbal TICTAGIA | TCT 0,06% AGA 0,08% | - Metilacién Dam

*Los isoesquizémeros indicados, ademas de reconocer la misma secuencia, también realizan el mismo corte.
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Frecuencia de tripletes de nt
en el marco de lectura de las
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Figura C3.8. Frecuencia de tripletes de nucledtidos en secuencias codificantes. [A] Uso de codones
en S. coelicolor. A la izquierda se indican los aminoacidos correspondientes a los distintos codones.
[B] Frecuencia global de tripletes de nucledtidos en el marco de lectura de las secuencias
codificantes de S. coelicolor. Datos obtenidos de la base de datos CUTG.

127



CAPITULO 3: La plataforma HKASP

Avrll (C|CTAGTG)

0,
ccT 0; 16% Avrl (4.243.690) AvrIl (4.317.995) (4.424.028) AvrIl

AGG 0'37% e 4.2504‘000' 4.300.0007 ‘ 4.350.000" 4.400.0007 ‘ °
2 Sitios OB 1) 0 s RS

Genoma S. coelicolor: 4.230.000 - 4.430.000 (200 kbp)

_-—-:--—e-ee_ - —-—--———----- - - -
—
EC053k| (GAGJ’ TCTC) (4.314.961) Eco53kI Eco53kI (4.316.113)

(4.303.463) Eco53KI Eco53kI (4.318.305)

0, Eco53kI (4.319.527)
GAG 4,82% (4:302:367)NECOS3KI Eco53KI (4.321.590)
(4.297.018) Eco53k!

CTC 3’65% (4.295.022) Eco53KI Eco53kI (4.337.832)

(4.291.478) Eco53KI Eco53KI (4.350.404)
Eco53KI (4.352.848)

oo

(4.283.516) Eco53kI

47 SItIOS (4.282.457) Eco53k! Eco53kI (4.370.407)
(4.281.362) Eco53kI EcoS53kI (4.372.049)
(4.280.873) Eco53kI EcoS53kI (4.372.435)

(4.280.813) Eco53kI
(4.278.482) Eco53KI

4.278.407) Eco53KI
(<(t.275.997))Ecg°S3kl Eco53kI (4.382.984)

(4.275.585) Eco53KL Eco53kI (4.386.800)
(4.273.970) Eco53kI Eco53KI (4.392.300)

(4.272.394) Eco53kI Eco53KI (4.404.996)

4.271.588) Eco53kI
<§ 268 453)) Ec(o:°53kl Eco53KI (4.405.740)
c Eco53kI (4.408.670)

(4.261.952) Eco53kI Eco53kI (4.411.855)

(f‘gég%gg‘;’ Eﬁg"s‘r;illd Eco53kI (4.422.963)
o - Eco53KI (4.424.109)

{4.259.607) Eco53K] Eco53kI (4.424.608)
(4.231.427) Eco53KI / Eco53kI (4.427.089

4.250.0001 50.0 4.4

AR 0 0 o RO Gt

Genoma . coelicolor: 4.230.000 — 4.430.000 (200 kbp)

Eco53kI (4.378.876)
Eco53kI (4.382.621)

(4.309.637) PVUIL 511 (4 310.033)

Pvull (CAG| TCTG)
(4.308.083) Pvull
CAG 2,52% (307563 || |Fel (310135

(4.303.546) Pvull PvuIl (4.315.924)
CTG 6 09% (4.301.938) Pvull Pvull (4.316.332)
’ (4.300.950) PvuIl Pvull (4.316.401)
(4.298.080) Pvull PVUIl (4.318.554)
.. (4.297.132) Pvul Pvull (4.318.713)
86 Sitios (4.294.183) Pvul PvuIl (4.319.058)
(4.289.879) Pvull PVUIL (4.326.885)

4.287.965) Pvull
(‘(1 286 628)) Pv‘ﬁl RVUIIN(4:333°337)
(4.285.902) Pvull PVUIl (4.339.852)
‘('42'2?3'9128):"':? pvull (4.351.049)
(4.283.319) Pvu pvull (4.353.924)

(4.278.683) Pvull Pvull (4.356.442)
(4.278.614) Pvull Pvull (4.356.948)
(4.277.721) Pvull Pvull (4.358.344)

(4.277.187) Pwull Pvull (4.360.236)
(4.275.735) Pvull Pvull (4.361.390)
(4.274.619) Pvull Pvull (4.365.518)

(4.273.600) Pvull Pvull (4.365.593)
(4.271.371) Pvull Pvull (4.368.413)

(4.269.720) Pvull
(4.268.910) Pvull
(4.268.826) Pvull

PVUIl (4.374.722)
Pvull (4.375.920)

(4.268.583) Pvull Pvull (4.380.602)
(4.267.320) Pwull Pvull (4.383.933)
(4.266.906) Pvull Pvull (4.387.998)

(4.266.819) Pvull

(4.263.366) Pvull Pvull (4.392.789)

(4.262.006) Pvull Pvull (4.398.674)
(4.259.244) Pvull Pvull (4.398.830)
(4.256.068) Pvull Pvull (4.401.122)

(4.256.039) Pvull Pvull (4.401.305)
(4.254.749) Pwull Pvull (4.401.807)
(4.252.022) Pwull Pvull (4.405.656)

(4.248.520) Pvull Pvull (4.405.977)

Pvull (4.407.924)

Pvull (4.411.398)
Pvull (4.414.134)
Pvull (4.416.078)

Pvull (4.428.703)
Pvull (4.429.100)
Pull (4.429.829)

(4.244.159) Pvull
(4.244.102) Pvull
(4.243.015) Pvull

(4.242.973) Pwull

(4.237.050) Pvull

(4.231.312) Pvull‘ \
L )
50.000! 4,400

AN 10 0 T o DR R Gt

Genoma . coelicolor: 4.230.000 — 4.430.000 (200 kbp)

Figura C3.9. Estrategia de busqueda de sitios de restriccion 6ptimos. Se ha realizado una buisqueda
de enzimas de restriccibn que reconozcan secuencias cuya tasa de aparicidn en secuencias
codificantes del genoma de S. coelicolor sea muy baja. La incidencia se ha estimado en base a la
frecuencia de los dos tripletes de nucleétidos que forman el sitio de restricciéon en el marco de
lectura de las secuencias codificantes. Se muestran como ejemplo Avrll, Eco53kl y Pvull, cuyos sitios
de restriccion se muestran en una region de 200 kbp del genoma de S. coelicolor.
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Figura C3.10. Sitio de insercion del Médulo Sensor. Se muestran la secuencia del sitio de insercion
del Médulo Sensor, formada por los sitios de restriccion Avrll y EcoRV. Avrll genera un extremo
cohesivo que permite la clonacidn con orientacion dirigida. EcoRV genera un extremo romo para
facilitar la clonacién del fragmento de gen de la HK de interés y construir el gen quimérico; tras el
corte con esta enzima queda como remanente el triplete ATC, que codifica para el aminoacido lle (el
uso de este coddn es del 96%) y constituird el punto de fusion de los fragmentos de las HK. La
digestidn con estas enzimas debe ser secuencial: primero con EcoRV y luego con Auvrll (si se realizara
al contrario y se iniciara el proceso con Avrll, no quedaria el nimero de nucledtidos necesarios en el
borde para permitir el corte de EcoRV).

En el caso de EcoRV, el sitio de restricciéon se encuentra justo en el punto de fusién del gen
quimérico. Por ello, se ha tenido en cuenta que el triplete de nucleétidos remanente tras el corte
(ATC) presente una frecuencia elevada en el uso de codones de este organismo (Figura C3.8),y
que codifique un aminodcido con unas propiedades fisicoquimicas adecuadas para el sitio en el
gue se encuentra. Este sitio no es especialmente importante de cara a la estrategia de clonaciodn,
ya que se genera un extremo romo que ofrece muchas posibilidades, para facilitar la

construccion del gen quimérico.

Un aspecto importante de cara al proceso de clonacion es que la digestion del sitio de insercion
debe ser secuencial: primero con EcoRV y luego con Avrll. Si se realizara al contrario y se iniciara
el proceso con Avrll, no quedaria el nimero de nucleétidos necesarios en el borde para permitir

el corte de EcoRV.

Teniendo todo esto en cuenta, a la hora de obtener el fragmento génico de la HK de interés que
va a ser introducido en el Mddulo Sensor, se debe incluir el sitio de restriccidon Avrll justo antes
del coddn de iniciacidn (o alguna de las alternativas indicadas). En el otro extremo del fragmento
existen varias posibilidades al ser una clonacidon en romo: se puede optar por no utilizar sitios

de restriccion (la PCR debe realizarse con una polimerasa que no deje nucledtidos A o G salientes
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en 3’) o cualquier sitio de restriccién romo en el que el triplete de nucledtidos remanentes en la
secuencia codificante tras el corte presente una frecuencia elevada en el uso de codones de este

organismo (Tabla C3.2).

Tabla C3.2. Sitio de insercidn del Médulo Sensor (II). Se muestran enzimas compatibles con el extremo
romo del sitio de insercién del Mddulo Sensor (su uso es opcional). Se indica el codén remanente en la
secuencia codificante en el fragmento génico de la HK de interés tras la digestion (se incluye el uso de
dichos codones en S. coelicolor).

Enzima ‘ Codon remanente Enzima ‘ Coddn remanente

Mscl* | TGGNCCA TGG Trp 100% BmgBI* | CACNGTC | CAC His 93%
SnaBl | TACNGTA TAC Tyr 95% Pmll* CACNGTG | CAC His 93%
Fspl TGCNGCA TGC Cys 91% Eco53kl | GAGNCTC | GAG Glu 85%
Nrul* | TCGNCGA TCG Ser 28% Sfol* GGCNGCC | GGC Gly 64%
Afel AGCNGCT AGC Ser 25% BsrBI CCGNCTC CCG Pro 54%
Pvull CAGNCTG CAG Gln 95% Smal CCCNGGG CCC Pro 41%
Zral GACNGTC GAC Asp 95%

*Mscl a veces bloqueado por metilacion Dcm. Nrul y Sfol a veces bloqueados por metilacion Dam. BmgBI y Pmll a veces bloqueados
por metilacion EcoKI.

C3.4 - Modulo Reportero

El Médulo Reportero, en su version final, contiene un gen reportero bajo el control de un
promotor regulado por el RR VanR, que permite monitorizar la activacién del TCS quimérico.
Para el disefio del promotor se analizaron los tres promotores diana de VanR: vanJp, vankp y
vanHAXp (Figura C3.11.A); y se realizd una busqueda de motivos conservados en dichos
promotores (no se ha descrito ningln motivo de unién de VanR en S. coelicolor) mediante la
herramientas MEME (Bailey & Elkan, 1994). Se identificé un motivo bastante largo (41 bp) muy
conservado en los tres promotores, que seguramente esté implicado en la regulacién por VanR
(Figura C3.11.B-C); este motivo solo esta presente en el clUster van y no es similar a otros
motivos presentes en las bases de datos, lo cual se determiné mediante las herramientas FIMO

(Grant et al., 2011) y TOMTOM (Gupta et al., 2007) respectivamente.

Se selecciond el promotor vanHAXp para su utilizacién en la plataforma HKASP, ya que vanJp se
encuentra solapado con vanSRp, y vanKp presenta una regién con un gran numero de
repeticiones de GGCCC justo antes del motivo consenso (lo que dificulta su manipulacion
genética). El promotor vanHAXp presenta un sitio de restriccion EcoRV en el motivo consenso,
que interfiere con la estrategia de clonacién del del sitio de insercion del Mddulo Sensor. Para
solucionar este problema se decidid sustituir el nucledtido de guanina de la posicidon 13 del
motivo consenso por una citosina; esta modificacion elimina el sitio ECORV y no deberia afectar
a la funcionalidad del promotor, ya que en los otros dos promotores hay una citosina en dicha

posicion (Figura C3.12). El nuevo promotor modificado se ha denominado vanH*p.
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Figura C3.11. Andlisis de promotores del clister van. [A] Cluster van, formado por cuatro unidades
transcripcionales vanSR, vanJ, vanK y vanHAX. [B] Potencial motivo implicado en la regulacién por
VanR; identificado mediante la herramienta MEME. [C] Localizacién del motivo (marcado en rojo) en
los promotores vanJp, vanKp y vanHAXp. En las secuencias también se indican los nucleétidos
conservados en los tres promotores (marcados con asterisco), las secuencias codificantes de los
genes (marcados en verde; también se muestran los aminoacidos) y el punto de inicio de la
transcripcién (marcado con una flecha negra en la parte superior de las secuencias).
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Q vanHAXp
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Figura €3.12. Modificacion del promotor vanHAXp. [A] Secuencia del promotor vanHAXp. Se indica
el motivo regulador del clister van (rojo), asi como el inicio de la secuencia codificante de vanH
(verde). En el motivo regulador se muestra el sitio de restriccion reconocido por EcoRV, asi como el
residuo G que se ha decidido mutar. [B] Motivo regulador del clister van. Se indica el nucleétido que
va a ser modificado para eliminar el sitio de restriccién de EcoRV. El nuevo promotor modificado se
ha denominado vanH*p.

< i E=R l-f.l
- — oo

2

El ultimo aspecto clave que hay que tratar dentro del Mddulo Reportero es el disefio del sitio de
insercidn que se utilizard para introducir el gen reportero. Se decidié que esté formado por los
sitios de restriccion Ndel (CAl TATTG) y SnaBI (TAC| 1GTA) (Figura C3.13). La clonacién en este

sitio de insercién es de orientacién dirigida, ya que Ndel genera extremos cohesivos.

Se ha seleccionado Ndel ya que incluye el coddn de iniciacidn en el sitio de restriccion, por lo
gue no supone una gran alteracién del promotor ni de su proximidad al gen al cual va a controlar.
Sin embargo, debido precisamente a esto, su incidencia en las regiones codificantes no es tan
baja. Como alternativa para la estrategia de clonacién, se puede utilizar el isocaudémero Asel
(AT|TATAT) en el extremo del gen que se va a introducir en este sitio de insercidn. Asel genera
un extremo cohesivo compatibles con Ndel, ademas su tasa de aparicidn en secuencias
codificantes es muy baja por lo que presenta una mayor usabilidad; sin embargo, el sitio de
restriccion no incluye el codén de iniciacién, por lo que hay que tenerlo en cuenta en el disefio

e incluirlo tras el sitio de restriccidn (Tabla C3.3).

Tabla €3.3. Sitio de insercion del Mdédulo Reportero. Se muestran enzimas compatibles con el extremo
cohesivo del sitio de insercion del Mddulo Reportero. Se indica la frecuencia de los tripletes de nucleétidos
que forman los sitios de restriccién en el marco de lectura de secuencias codificantes.

Enzima | Sitio de Restriccidn Isoesquizomeros

Ndel CAITATTG CAT 0,17% ATG 1,58% | FauNDI Incluye el codon de
Inicliacion
No incluye el

Asel ATITATAT | ATT 0,06% AAT 0,07% | PshBI, Vspl olncuyeet
coddn de iniciacion

*Los isoesquizémeros indicados, ademas de reconocer la misma secuencia, también realizan el mismo corte.
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f N\
2 . . Ndel SnaBI
MODULO REPORTERO (basico) —_—
-+ GGGGGCCATATGTACGTACGGCGT - - -
vanH*p -+ -CCCCCGGTATACATGCATGCCGCA - - -
I \1, SnaBI
A
Sitio Insercion \1, Ndel
- GGGGGCCA GTACGGCGT - - -
- CCCCCGGTAT CATGCCGCA- - -
\ J

Figura C3.13. Sitio de insercion del Mddulo Reportero. Se muestran la secuencia del sitio de
insercion del Médulo Reportero, formada por los sitios de restriccion Ndel y SnaBl. Ndel genera un
extremo cohesivo que permite la clonacién con orientacion dirigida. SnaBl genera un extremo romo.
La digestidon con estas enzimas debe ser secuencial: primero con SnaBl y luego con Ndel (si se
realizara al contrario y se iniciara el proceso con Ndel, no quedaria el numero de nucleétidos
necesarios en el borde para permitir el corte de SnaBl).

En el caso de SnaBl, se genera un extremo romo, por lo que este sitio no es especialmente

importante de cara a la estrategia de clonacidn, ya que ofrece muchas posibilidades.

Un aspecto importante de cara al proceso de clonacion es que la digestion del sitio de insercion
debe ser secuencial: primero con SnaBl y luego con Ndel. Si se realizara al contrario y se iniciara
el proceso con Ndel, no quedaria el nimero de nucledtidos necesarios en el borde para permitir

el corte de SnaBlI.

Teniendo todo esto en cuenta, a la hora de obtener el gen reportero que va a ser introducido
aqui, se debe incluir el sitio de restriccién Ndel justo al inicio (o Asel como alternativa). En el otro
extremo del fragmento existen varias posibilidades al ser una clonacién en romo: se puede optar
por no utilizar sitios de restriccion (la PCR debe realizarse con una polimerasa que no deje
nucledtidos A o G salientes en 3’) o cualquier sitio de restriccién romo que no esté presente en

el gen reportero.
C3.5 - Plasmido pHKASP y derivados

Como se ha comentado anteriormente, el casete basico HKASP (que no contiene el dominio
sensor de la HK que se desea estudiar ni el gen reportero) se debe introducir en un plasmido
para facilitar su manipulacién y posterior aplicacion. El casete HKASP se encuentra flanqueado
por los sitios de restriccion Bglil (A]GATCTT) y Dral (TTT| TAAA), que serdn utilizados para su

clonacién en el plasmido base.
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Como plasmido base se decidié utilizar pKC796A, que es un vector bifuncional Escherichia-
Streptomyces, y que presenta el sistema de integracién del fago ¢C31 (Kuhstoss et al., 1991. El
Casete HKASP puede ser clonado facilmente en este vector en los sitios Bglll-Dral, y al ser un
pldsmido integrativo permite la incorporacion genémica de la plataforma HKASP para su
aplicacion. El sistema de integracion del fago @C31 presenta un sitio attB principal (constituye
el punto de integracion) en el gen SCO3798, asi como varios sitios pseudo-attB que permiten
integraciones adicionales, aunque no es demasiado habitual ya que la insercién en el sitio

principal es 300 veces mas eficiente que en los sitios secundarios (Combes et al., 2002).

El plasmido generado por la clonacidn del Casete HKASP basico en el plasmido pKC796A se ha
denominado pHKASP, y ha sido construido con éxito (Figura C3.14). El proceso (que incluye la
generacion del Casete HKASP) se detalla en el apartado “MM.6 - Disefio y construccion de

vectores”.

Aunque se ha planteado esta estrategia, el Casete HKASP puede ser clonado en otros plasmidos
si fuera necesario, por ejemplo, en el plasmido multicopia pN702GEM3 (en este caso la

clonacidn se realizaria en los sitios Bglll-Eco53kl del vector).

fdT

ermEpl
' Riboswitch TheoE*
"~ vanR

Integrasa Fago ¢C31

__vans*
" (Dominios DHp y CA)

pHKASP

attP @C31 (9527 bp)
vanH*p
AT
x» Casete HKASP
AprR (aac3-1V) ori ColE1 (3167 bp)

(Escherichia)

Figura C3.14. Esquema del vector pHKASP. Solo se muestran los promotores y terminadores
relevantes para la aplicacién del vector.
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Una vez construido el plasmido pHKASP se decidié introducir diferentes genes reporteros, para
generar plasmidos derivados que puedan ser utilizados como base en la aplicacién de la
plataforma HKASP. Se escogieron la xilanasa Xys1 (codificada por el gen xysA de Streptomyces
halstedii) y la glucuronidasa GusA (codificado por el gen gusA de E. coli, optimizado para
Streptomyces), enzimas que ya han sido utilizadas como sistemas reporteros en Streptomyces
(Horbal et al., 2018; Myronovskyi et al., 2011; Rico, Yepes, et al., 2014; Rudolph et al., 2013;
Sevillano et al., 2016). Los plasmidos generados por la clonacidn de xysA y gusA en el plasmido
pHKASP se han denominado pHKASP-X y pHKASP-G, respectivamente, y han sido construidos

con éxito. El proceso se detalla en el apartado “MM.6 - Disefio y construccion de vectores”.

Aunque se han seleccionado estos sistemas reporteros, se pueden introducir otros para su
aplicacidn si es necesario, como xylE (Gonzalez-Cerdn et al., 2001; Ingram et al., 1989; Wang et
al., 2015), cat (Hodge et al., 1995), neo (Wang et al., 2013, 2015; Xiang et al., 2009), /uxAB
(Craney et al., 2007; Wang et al., 2015; Weiser et al., 2006), gfp (Bai et al., 2015; Hamed et al.,
2018; Santos-Beneit & Errington, 2017; Sun et al., 1999) o rfp (Nguyen et al., 2007).

C3.6 - Cepa hospedadora de la plataforma HKASP

El TCS quimérico presente en la plataforma HKASP estd basado en el TCS VanS/R. Por lo tanto,
aunque esta herramienta puede ser aplicada en la cepa de uso habitual S. coelicolor M145
(siempre que no se evallen situaciones que produzcan dafios en la pared celular), lo ideal es
generar una cepa carente del clister van para que no exista ninguna interferencia con la

plataforma HKASP y pueda ser utilizada de la forma mas éptima posible.

El claster van no es esencial, y en condiciones normales no interfiere con ningln otro proceso
celular, por lo que su eliminacién completa no deberia afectar al comportamiento normal de S.
coelicolor, con la salvedad de que la cepa generada seria sensible a vancomicina y antibidticos
relacionados (y resistente a apramicina cuando se introduzca un plasmido derivado de pHKASP
y se integre a nivel gendmico). El clUster van presenta un tamafio de 7,2 kbp, por lo que su
deleciéon mediante la tecnologia CRISPR-Cas9 no deberia suponer ningin problema, ya que se
ha demostrado su capacidad de delecionar regiones de hasta 82,8 kbp de forma muy eficiente

en Streptomyces (Huang et al., 2015).

Para la delecion del cluster van se diseiid un sgRNA para dirigir el corte de la enzima Cas9
contra el gen vanK (se encuentra en medio del clister van) (Figura C3.15); y se
construyeron los plasmidos pCRISPR-Cas9-sgVK, que contiene la enzima Cas9 y la secuencia

codificante para el
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sgRNA disefiado contra vank, y el plasmido pCRISPR-Cas9-Van, que ademas de lo anterior
también incluye un molde para la recombinacién homdloga con las regiones adyacentes al

cluster van (los detalles se indican en el apartado “MM.6 - Disefio y construccion de vectores”).

Sin embargo, cuando estos plasmidos se introdujeron, junto a pCRISPR-Cas9, en S. coelicolor
M145 mediante conjugacidon interespecifica, se comprobd que el sistema no funcionaba
correctamente, ya que se obtuvieron colonias en el control de corte (pCRISPR-Cas9-sgVK). Esto
quiere decir que el sgRNA disefiado no esta dirigiendo de forma eficiente el corte de la enzima
Cas9. Se han disefiado sgRNA alternativos que dirigen el corte contra otras regiones del clister
van (Figura C3.15), sin embargo, debido a limitaciones de tiempo no se han podido utilizar

durante la realizacién de la presente Tesis Doctoral.

van$s vanR vanl vankK vanH vanA vanX
(5€03589)  (5€03590) (5€03592) (5€03593) (5€03594) (5€03595)  (5€03596)
A Secuencia B C
guia fallida

v

Secuencia Diana PAM

CCGGACCTTAGACCTCTATATGAAGCGACGTGGTCGATGA
GGCCTGGAAGCTGGAGATATACTTCGCTGCACCAGCTACT

Secuencia Diana PAM

A | CGTAGGCGTTIGACACTCAGCAGCTCCAACGCGGTGTCGCC 'gzg; %
GCATCCGCAACTGTGAGTCGTCGAGGTTGCGCCACAGCGG | )
Secuencia Diana PAM
nci ian
B | TcrcccaccdaTreTTCcaeATECACCAGEAGGAGCAGeC | VANA | Secuencias diana
(5€03595) alternativas

AGAGGGTGCCTAAGAAGGCCTAGGTGGTCCTCCTCGTCGG

ATCATGGCCGCCTGCGGTTTCGCCTCATACGCCTGCGAGT
C | TAGTACCGGOGGACGCCARAGCGGAGTATGCGGACGCTCA vanX
(5C03596)

PAM Secuencia Diana

Figura C3.15. Disefio de guias contra el cluster van (CRISPR-Cas9). Secuencia diana seleccionada
para dirigir el corte de la enzima Cas9 contra el gen vanK mediante un sgRNA (guia fallida), asi como
secuencias diana alternativas, dirigidas contra los genes vanR, vanA y vanX.
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C3.7 - Aplicacion de la plataforma HKASP y disefio experimental

De cara al usuario final que desee aplicar la plataforma HKASP para identificar la sefial de

activacion de una HK de interés existen dos posibles flujos de trabajo.

La forma mas sencilla de utilizar esta herramienta es partir de los plasmidos pHKASP-X y pHKASP-
G, que ya han sido generados y contienen sistemas reporteros integrados. El usuario Unicamente
debe seleccionar la HK que desee estudiar, identificar su arquitectura proteica, y amplificar el
fragmento del gen que va desde el inicio del mismo hasta el comienzo del dominio DHp. Este
fragmento debera incluir en el extremo, justo antes del coddn de iniciacidn, el sitio de restriccidon
Avrll (o el de alguno de sus isocauddmeros si Avrll no es posible); en el otro extremo también se
puede incluir un sitio de restriccion romo adecuado, aunque no es necesario. Una vez obtenido
este fragmento genético, se clonara en el pldsmido dando lugar a pHKASP-R-HK, que sera

introducido Streptomyces para su aplicacién inmediata (Figura C3.16).

HK; {Tvje(rvl(TraNs )(oHp ) cA )

PCR

_ Iq }

hk. Avrll Avrll
! (Spel, Nhel, Xbal) (Spel, Nhel, Xbal)

pHKASP-X > ) pHKASP-X-HK

pHKASP-G pPHKASP-G-HK

EcoRV Avrll

Figura C3.16. Flujo de trabajo del usuario final en la plataforma HKASP (l). El flujo de trabajo mas
sencillo consiste en partir de un pldsmido pHKASP-R previamente generado que contenga un sistema
reportero ya integrado (pHKASP-X y pHKASP-G). El usuario debe obtener un fragmento del gen que
codifica la HK de interés, al que se afiaden determinados sitios de restriccion (en el borde derecho no
hace falta, aunque se puede incluir un sitio de restriccién romo). El fragmento obtenido se clonara en
el plasmido pHKASP-R para generar pHKASP-R-HK.

Si se desea utilizar un sistema reportero distinto a XysA y GusA, el flujo de trabajo alternativo
consistiria en partir del plasmido base pHKASP. El usuario debe seleccionar el gen reportero que
desee utilizar y amplificarlo, teniendo en cuenta que en el extremo correspondiente al inicio del
gen deberad incluir el sitio de restriccion Ndel (o Asel si Ndel no es posible; en este caso se debe

incluir también el coddn de iniciacidn); en el otro extremo también se puede incluir un sitio de
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restriccion romo, aunque no es necesario. Una vez obtenido el gen, se clonard en el plasmido
dando lugar a pHKASP-R, sobre el cudl se podra clonar el fragmento del gen de la HK que se

desee estudiar, siguiendo los pasos indicados en el parrafo anterior (Figura C3.17).

Sistema Reportero

PCR
1 > - |1 > Ndel

(Asel)

Ndel
(Asel)

Figura C3.17. Flujo de trabajo del usuario final en la plataforma HKASP (ll). El flujo de trabajo
alternativo consiste en construir un pldsmido pHKASP-R con un sistema reportero de interés. El
usuario debe obtener el gen reportero, al que se afiaden determinados sitios de restriccién (en el
borde derecho no hace falta, aunque se puede incluir un sitio de restriccién romo). Finalmente el gen
obtenido se clonara en el plasmido pHKASP para generar pHKASP-R.

El objetivo es que el usuario final tenga que realizar el menor nimero de operaciones posibles
para poder empezar a utilizar la plataforma HKASP y estudiar las sefales de activacidon de una
HK de interés de la forma mds rapida y sencilla posible, es decir, que esta herramienta presente

una elevada usabilidad.

Una vez que el plasmido final pHKASP-R-HK ha sido introducido en Streptomyces, se puede
comenzar a utilizar la plataforma HKASP; a continuacidn, se propone un disefio experimental
modelo para su aplicacion, aunque las diferentes condiciones pueden variarse en funcién de las

necesidades especificas de cada caso.

Tal y como esta planteado el disefio de la plataforma HKASP existen dos puntos de control: la
adicion de teofilina (inductor), que permite completar la expresidon de las proteinas del TCS
quimérico (qHK-VanR); y la adicion de la sefial de activacion de la HK bajo estudio, que activara
la cascada de transduccién del TCS quimérico y la expresion del gen reportero (Figura C3.18,
Figura C3.19). Teniendo esto en cuenta, se pueden establecer tres controles negativos: sin
inductor y sin sefial de activacién (o afiadiendo andlogos estructurales, como la cafeina en el
caso del inductor); sin inductor, pero con sefial de activacién; y con inductor, pero sin sefial de

activacion; estos controles permitirdn determinar si el funcionamiento de la plataforma es
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correcto, asi como actuar como blanco en la monitorizacién del sistema reportero (Figura
(3.18). En este sentido, el control de la expresién del TCS quimérico mediante el riboswitch de
teofilina es esencial. Al no conocerse la sefial de activacion de la HK bajo estudio podria darse el
caso de que estuviera presente en el medio de cultivo utilizado (podria tratarse de un
determinado nutriente, por ejemplo); esto daria lugar a diferencias entre los controles negativos
sin inductor y el control negativo con inductor, lo que permitiria redefinir las condiciones de

trabajo.

El ensayo propuesto se realizaria en medio liquido (aunque se podria adaptar a medio sdlido).
Inicialmente se dejaria crecer a la cepa de Streptomyces durante 48 horas, tras lo cual se afiadiria
teofilina como inductor. Tras 24 horas para permitir la expresion del TCS se anadiria la potencial
sefal de activacién de la HK de interés, y se incubaria otras 24 horas para permitir la expresiéon
del sistema reportero si corresponde, antes de recoger los cultivos (Figura C3.19). Por tanto,

este ensayo podria ser realizado en una semana.

Plataforma HKASP Circuito Biolégico

:D- Sintético AND
b } W a3
L I_>q?’\: M- rﬂj—t ——

- +

] T
O

VR 2 2

ﬁ + + +
Input Output
m Inductor (Teofilina)

I Promotor qf Aptamero D CDS
D Sefial de Activacion
T Terminador [ R8s * Sistema Reportero

SBOL

Figura €3.18. Circuito bioldgico sintético de la plataforma HKASP. Se muestra el circuito genético
que constituye la base de la plataforma HKASP; el esquema se ha realizado en base a SBOL (Synthetic
Biology Open Language). El circuito es de tipo AND: requiere de todos los inputs (inductor y sefial de
activacién) para generar el output (sistema reportero).
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7 3
CRONOGRAMA m
m Inductor (Teofilina)

) D Sefial de Activacion

1 1
3 4 Tiempo (dias)

Crecimiento Inicial

Induccién del TCS

Activacion del TCS

I -
N = - -

12 Crecimiento Inicial 22 Adicidn del Inductor (Teofilina)
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Figura C3.19. Disefio experimental de la plataforma HKASP. Para aplicar la plataforma HKASP
inicialmente se deja crecer la cepa, tras lo cual se afiade teofilina como inductor. Tras la expresion
del TCS quimérico se afiade la potencial sefial de activacién de la HK bajo estudio, lo que daria lugar a
la activacion del sistema reportero si corresponde. Se incluye un cronograma en la parte superior.
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La plataforma HKASP permite analizar multiples condiciones para determinar la potencial sefal

de activacion de la HK que estamos estudiando. Una vez identificada, entre otras cosas, se

pueden ensayar varias concentraciones para caracterizar el proceso de activacion (Figura C3.20).

Ademas, este ensayo podria realizarse en placas multipocillo para facilitar el analisis simultdneo

de multiples y diversas condiciones, sobre todo en aquellos casos en los que no se haya podido

definir una potencial sefial de activacidn para la HK de interés.
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Figura €3.20. Aplicacion de la plataforma HKASP. La plataforma HKASP permite analizar multiples
condiciones para determinar la potencial sefial de activacion de la HK que estamos estudiando. Una
vez identificada, entre otras cosas, se pueden ensayar varias concentraciones para caracterizar el

proceso de activacion.

C3.8 - Validacion de la plataforma HKASP

La validacion de la plataforma HKASP se llevara a cabo con la HK GluK (SCO5779) que ya ha sido

caracterizada. De hecho se ha conseguido determinar mediante Interferometria de Biocapa (BLI)

que su sefial de activacidn es la molécula de glutamato, y que no responde a compuestos

estructuralmente similares como la glutamina (Li et al., 2017).
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Se ha seguido el flujo de trabajo indicado en el apartado anterior para generar los plasmidos
pHKASP-X-GIuK y pHKASP-G-GluK (los detalles se indican en el apartado “MM.6 - Disefio y
construcciéon de vectores”). Sin embargo, debido a los problemas encontrados durante la
generacion de la cepa S. coelicolor M145 AvanSRJIKHAX (apartado “C3.6 - Cepa hospedadora de
la plataforma HKASP”), no se ha podido realizar la validacién de la plataforma HKASP durante la

realizacion de la presente Tesis Doctoral.
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CONCLUSIONES

Alo largo de la presente Tesis Doctoral se han seguido diferentes aproximaciones para estudiar
TCS de S. coelicolor implicados en la producciéon de antibidticos de cara a su aplicaciéon
biotecnoldgica. Resulta esencial tanto terminar de esclarecer las cascadas de sefializacién de
sistemas ya descritos, como identificar y caracterizar sistemas que no hayan sido estudiados
previamente, de cara a completar el complejo entramado regulatorio que presenta este
organismo. Asi mismo, el desarrollo de nuevas herramientas metodoldgicas para el estudio de

estos sistemas es fundamental para facilitar y ampliar las futuras investigaciones.
Las conclusiones del presente trabajo son:
CAPITULO 1. El Sistema de Dos Componentes AbrB1/B2

e El Sistema de Dos Componentes AbrB1/B2, constituido por los genes SC0O2165/66 de
Streptomyces coelicolor, se encuentra muy conservado en las bacterias del género

Streptomyces.

e El sistema AbrB1/B2 es un regulador negativo de la produccion de los antibidticos
actinorrodina y undecilprodigiosina, y no esta implicado en la regulacién del crecimiento ni
el desarrollo morfoldgico. Este sistema parece actuar a través de la represidon de los

reguladores positivos de la produccion de antibidticos EcrA1/A2 y SchR2.

e Elsistema AbrB1/B2 es un regulador positivo de la resistencia a vancomicina, lo que da lugar
a alteraciones en diversos procesos metabdlicos y de respuesta a estrés; ademads, es
homélogo de VraR/S (Staphylococcus aureus) y LiaR/S (Enterococcus faecium), implicados en

la respuesta a dafio en la pared celular.

e La cepa de Streptomyces coelicolor en la que se ha delecionado AbrB1/B2 presenta ventajas
sobre la cepa silvestre para la expresidn de rutas heterdlogas de antibidticos y antitumorales
como lo demuestra el hecho de la mayor expresidon de las rutas de oviedomicina vy

mitramicina en la cepa mutante.

e La obtencidon de un mutante de Streptomyces coelicolor en los dos Sistemas de Dos
Componentes AbrA1/A2 y AbrB1/B2 demuestra que, a nivel fenotipico, la mutacion

AbrB1/B2 predomina sobre la de AbrA1/A2.
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CAPITULO 2. El Regulador de Respuesta huérfano Aorl

e El Regulador de Respuesta huérfano Aorl se produce en Streptomyces coelicolor
principalmente al final de la fase exponencial de crecimiento (36 horas) y su sobreexpresion

con distintas etiquetas en el extremo amino-terminal resulta toxica.

e Aun disponiendo de anticuerpos especificos frente a Aorl, no se ha podido completar la
identificacion de las secuencias diana de Aorl por ChIP-Seq debido a problemas en el proceso

de inmunoprecipitacion.
CAPITULO 3. Plataforma HKASP

e Se ha completado el disefio y construccion de una plataforma para la identificacién de las
sefiales de activacidn de las distintas Histidina Quinasas en Streptomyces. Sin embargo, no se

ha podido completar su validacién durante la realizacién de este trabajo.
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MM.1 - Microorganismos empleados

Los microorganismos utilizados durante la presente tesis doctoral se detallan en la Tabla MM. 1.

Las bacterias utilizadas para la realizacion de los ensayos de antibiosis proceden de las

colecciones de cultivos tipo ATCC (American Type Culture Collection) y CECT (Coleccidon Espafiola

de Cultivos Tipo). Los hongos fitopatégenos utilizados para la realizacién de los ensayos de

antibiosis fueron cedidos por el Centro Regional de Diagndstico Aldearrubia (Junta de Castillay

Ledn).

Tabla MM. 1. Microorganismos empleados.

CEPA

Escherichia coli DH5a

‘ GENOTIPO

F-, $80d/acZAM15,
A(lacZYAargF)U169, recAl,
endA1, hsdR17(rk-. mk+), supE44,
A\-, thi-1, gyrA, relA1

REFERENCIA

(Hanahan, 1983)

Escherichia coli ET12567

dam, decm, hsdS, cat, tet

(MacNeil et al., 1992)

Escherichia coli BL21 (DE3)

F-, ompT, lon, hsdSs (rs mg’), gal,
dcm, ADE3

Ref.:69450; Sigma-
Aldrich

Escherichia coli Rosetta-gami B (DE3)

F-, ompT, lon, hsdSs (rs” mg’), gal,
dcm, lacY1l, aphC, trxB, ADE3,
gor522::Tn10, pRARE2

Ref.:71136; Sigma-
Aldrich

Streptomyces coelicolor M145

SCP1 SCP2”

(Hopwood et al., 1985)

Streptomyces coelicolor M145

SCP1 SCP2" ASC02165/66

(Sanchez de la Nieta et

AabrB1/B2 al., 2020)*
Streptomyces coelicolor M145 i .

Ant 2018
AabrA1/A2 SCP1 SCP2" ASCO1744/45 (Antoraz, )
Streptomyces coelicolor M145 SCP1  SCP2- ASCO1744/45 .
AabrA1/A2 ASCO2165/66 Este trabajo
AabrB1/B2

Streptomyces coelicolor M145 Aaorl

SCP1 SCP2" ASC0O2281::aac3-1V

(Antoraz et al., 2017)

Staphylococcus epidermidis ATCC 14990

Cepa silvestre

ATCC

Enterococcus faecalis ATCC 47077 Cepa silvestre ATCC
Bacillus subtilis CECT 4522 Cepa silvestre CECT
Micrococcus luteus CECT 245 Cepa silvestre CECT
Escherichia coli ATCC 11775 Cepa silvestre ATCC
Pseudomonas putida ATCC 12633 Cepa silvestre ATCC
Enterobacter aerogenes ATCC 51697 Cepa silvestre ATCC
Acinetobacter baylyi ATCC 33305 Cepa silvestre ATCC
Phytophtora cactorum CRD Col12 Cepa silvestre CRDA (JCYL)
Phoma exigua CRD Col15 Cepa silvestre CRDA (JCYL)
Sclerotium cepivorum CRD 99/125 Cepa silvestre CRDA (JCYL)
Fusarium solani CRD Col13 Cepa silvestre CRDA (JCYL)
Sclerotinia sclerotiorum CRD 345/202 Cepa silvestre CRDA (JCYL)
Rhizoctonia solani CRD 99/207 Cepa silvestre CRDA (JCYL)

*El articulo con referencia (Sdnchez de la Nieta et al., 2020) fue realizado durante la presente tesis doctoral.
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E. coli DH5a se ha empleado de forma rutinaria para la construccidn y aislamiento de vectores.
E. coli ET12567 se ha utilizado para la demetilacion de vectores, proceso requerido para su
introduccién en S. coelicolor. E. coli ET12567 / pUZ8002 se ha empleado en la transferencia de
pldasmidos a S. coelicolor por conjugacion interespecifica. E. coli BL21 (DE3) y E. coli Rosetta-gami

B (DE3) se han empleado para la expresién de proteinas.

La manipulacién de microorganismos se realizé en una cabina de seguridad bioldgica de Clase Il
Tipo A BIO-II-A/M (Telstar). La observacion de los microorganismos a nivel microscopico se
realizd en un microscopio Axiophot (Zeiss). Las microfotografias fueron capturadas con una

camara acoplada al microscopio SPOT RT Monochrome (Diagnostic Instrument).

MM.1.1 - Conservacion de microorganismos

Las cepas de S. coelicolor se conservaron en forma de suspensiones de esporas en glicerol 20%
a una temperatura de -209C. El resto de bacterias utilizadas se conservaron como suspensiones
celulares en glicerol 20% a una temperatura de -802C. Los hongos se conservaron en forma de

micelio en glicerol 20% a una temperatura de -802C.

La obtencion de esporas de S. coelicolor se realizd siguiendo el método descrito por David A.

Hopwood y colaboradores (Hopwood et al., 1985), utilizando una solucién de Tween-80 0,1%.

MM.2 - Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados a lo largo de la tesis doctoral se detallan a continuacion. Todos
los medios fueron esterilizados por calor himedo mediante autoclave antes de su uso (1212C a
una presién de 1 atm durante 20 min); los compuestos afiadidos posteriormente se esterilizaron
también por calor humedo, o por filtracién (filtros de 0,22 um) en el caso de compuestos
termolabiles (p. ej. antibidticos). Los medios de cultivo se utilizaron en forma liquida
(composicion indicada mas adelante), en forma sélida (afiadiendo agar 2% a la composicidn
indicada para el medio liquido correspondiente), o en forma de agar-blando (afiadiendo agar

0,5% a la composicion indicada para el medio liquido correspondiente).

- 2XYT: Utilizado durante el proceso de conjugacion interespecifica para el cultivo de esporas
de S. coelicolor. Composicion: Extracto de levadura 10,0 g/L; Triptona 16,0 g/L; NaCl 5,0 g/L.
{pH 7,0}
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- BHI: Utilizado en los ensayos de antibiosis para el cultivo de las bacterias S. epidermidis, E.
faecalis, E. coli, P. putida, E. aerogenes y A. baylyi. Composicién: Peptona de gelatina 10,0
g/L; Infusidn de corazén de cerdo 10,0 g/L; Infusidn de cerebro de cerdo 7,5 g/L; Dextrosa

2,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Na,HPO4 2,5 g/L. {pH 7,4}

- LB: Utilizado para el cultivo de E. coli (medio de uso rutinario) y S. coelicolor. Composicién:

Extracto de levadura 5,0 g/L; Triptona 10,0 g/L; NaCl 10,0 g/L. {pH 7,5}

- NB: Utilizado para el cultivo de S. coelicolor. Composicién: Extracto de carne 3,0 g/L;
Peptona de gelatina 5,0 g/L. {pH 6,8}

- NMMP: Utilizado para el cultivo de S. coelicolor. Composicidn: Casaminoacidos 5,0 g/L;
(NH4)2S04 2,0 g/L; MgS04-7H,0 0,6 g/L; Elementos traza 1,0 mL/L (ZnSO4-7H,0 1,0 g/L;
FeS0,4-7H,0 1,0 g/L; MnCl,-4H,0 1,0 g/L; CaCl, 1,0 g/L). Tras esterilizar mediante autoclave
se afiaden: Dextrosa 0,5%; NaH,PO4 / K;HPO4 4,5 mM. {pH 7,2}

- PDB: Utilizado en los ensayos de antibiosis para el cultivo de los hongos P. cactorum, P.
exigua, S. cepivorum, F. solani, S. sclerotiorum y R. solani. Composicidn: Almiddn de patata

4,0 g/L; Dextrosa 20,0 g/L. {pH 5,6}

- PGB: Utilizado para el cultivo de S. coelicolor. Composicidn: Peptona 5,0 g/L. Tras esterilizar

mediante autoclave se afiade: Glicerol 1,0%. {pH 7,0}

- R2YE: Utilizado para el cultivo de S. coelicolor. Composicion: Extracto de levadura 5,0 g/L;
Casaminoacidos 0,1 g/L; Dextrosa 10,0 g/L; Sacarosa 103,0 g/L; TES 5,73 g/L; K,S0,4 0,25 g/L;
CloMg-6H,0 10,12 g/L; Elementos traza 2,0 mL/L (ZnCl, 40,0 mg/L; FeCls-6H,0 200,0 mg/L;
CuCl;2H,0 10,0 mg/L; MnCly4H,0 10,0 mg/L; NaB4,0710H0 10,0 mg/L;
(NH4)6M07024:4H,0 10,0 mg/L). Tras esterilizar mediante autoclave se afiaden: L-Prolina

0,3%; KH2PO4 0,005%; CaCl,-2H,0 0,3%. {pH 7,2}

- R5A: Utilizado para el cultivo de S. coelicolor. Composicion: Extracto de levadura 5,0 g/L;
Casaminoacidos 0,1 g/L; Dextrosa 10,0 g/L; Sacarosa 103,0 g/L; MOPS 21,0 g/L; K250, 0,25
g/L; Cl,Mg-6H,0 10,12 g/L; Elementos traza 2,0 mL/L (ZnCl, 40,0 mg/L; FeCls-6H,0 200,0
mg/L; CuCl:2H,0 10,0 mg/L; MnCl>-4H,0 10,0 mg/L; Na,B;0,-10H,O0 10,0 mg/L;
(NH4)sM07024-4H,0 10,0 mg/L). {pH 6,8}

151



MATERIALES Y METODOS

- SFM: Utilizado para la obtencién de esporas de S. coelicolor y durante el proceso de
conjugacion interespecifica. Composicién: Harina de soja 20,0 g/L; Manitol 20,0 g/L (se

emplea agua del grifo para su preparacién). {pH 6,7}

- TSB: Utilizado durante el proceso de aislamiento de DNA gendmico de S. coelicolor.
Composicion: Peptona de caseina 17,0 g/L; Peptona de soja 3,0 g/L; Dextrosa 2,5 g/L; NaCl
5,0 g/L; KH,PO4 2,5 g/L. {pH 7,3}

- YEG+MgCl,: Utilizado durante el proceso de obtencidon de protoplastos de S. coelicolor.
Composicion: Extracto de levadura 10,0 g/L; Dextrosa 10,0 g/L; Sacarosa 103,0 g/L; Glicina
0,5%; MgCl, 5,0 mM. {pH 6,0}

- YEPD: Utilizado para el cultivo de S. coelicolor; y en los ensayos de antibiosis para el cultivo
de las bacterias B. subtilis, M. luteus y S. epidermidis. Composicion: Extracto de levadura
10,0 g/L; Peptona 20,0 g/L; Dextrosa 10,0 g/L. {pH 6,5}

MM.2.1 - Antibidticos empleados

Los antibidticos empleados durante la presente tesis doctoral se detallan en la Tabla MM.2. De
forma general los antibidticos se utilizaron como marcadores de selecciéon, a una concentracién
que inhibe el crecimiento de la bacteria en cuestidn en ausencia del gen de resistencia. En el
caso de la penicilina G y la vancomicina, se utilizaron varias concentraciones (rango indicado en
la Tabla MIM.2) para evaluar el efecto del sistema de regulacion AbrB1/B2 sobre la resistencia a

estos antibidticos.

Tabla MM.2. Antibidticos empleados.

CONCENTRACION EMPLEADA

ANTIBIOTICO REFERENCIA
Escherichia coli Streptomyces coelicolor
Acido nalidixico N4382 (Sigma-Aldrich) 25 pg/mL -
Ampicilina BP1760 (Fisher Scientific) 100 pg/mL -
Apramicina A2024 (Sigma-Aldrich) 50 ug/mL 10 pg/mL
. . . 25 pg/mL

Cloranfenicol 190321 (MP Biomedicals) *(Ec-RgB: 34 pg/ml)
Higromicina HYG5000 (Formedium) 50 ug/mL 100 pg/mL

. . L 50 ug/mL
Kanamicina BP906 (Fisher Scientific) *(Ec-RgB: 15 pg/ml)
Neomicina N1876 (Sigma-Aldrich) - 50 ug/mL
Penicilina G P3032 (Sigma-Aldrich) - 1-500 ug/mL
Tetraciclina T7660 (Sigma-Aldrich) *Ec-RgB: 12,5 pug/mL -
Tioestreptona 598226 (Calbiochem) - 10 pg/mL
Vancomicina BP2958 (Fisher Scientific) - 0,1 -500 pg/mL

*Ec-RgB: Escherichia coli Rosetta-gami B (DE3)
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MM.3 - Condiciones de cultivo

De forma general, las cepas de E. coli se cultivaron en medio LB (tanto en forma liquida como
solida) a una temperatura de 372C durante 12 h (excepto E. coli Rosetta-gami B (DE3), que se
cultivd durante 36 h). Los cultivos en medio sélido se incubaron en una estufa de cultivo
universal INE-800 (Memmert). Los cultivos en medio liquido se llevaron a cabo en un volumen
de 10 mL en matraces de 50 mL (1/5 del volumen total del matraz) y se incubaron en un agitador

orbital termostatizado ISF-1-W (Kiihner) con una agitacion de 200 rpm.

Las cepas de S. coelicolor se cultivaron en los medios sélidos NMMP, YEPD, NB, R2YE, R5A, LB,
PGB y SFM a una temperatura de 302C en una estufa de cultivo universal INB-400 (Memmert).
Por otro lado, los cultivos en los medios liquidos NMMP, LB, 2XYT, TSB y YEG+MgCl, se llevaron
a cabo en un volumen de 10 mL en matraces indentados de 50 mL (1/5 del volumen total del
matraz) y se incubaron a 282C en agitadores orbitales termostatizados ISF-1-W (Kiihner) y

MaxQ™ 4000 (Thermo Scientific) con una agitacién de 200 rpm.

Para los andlisis fenotipicos de las cepas de S. coelicolor realizados en medio sélido se sembraron
gotas de 5 pL con una concentracidon de 5-10° esporas/mL. Para los andlisis fenotipicos,
transcripcionales y transcriptémicos de las cepas de S. coelicolor realizados en medio liquido se
parti6 de un indculo inicial de 4-10° esporas/mL. En todos los andlisis fenotipicos y
transcripcionales se llevaron cabo cuatro réplicas, mientras que en los andlisis transcriptémicos

(RNAseq) se llevaron a cabo tres réplicas.

En los ensayos fenotipicos las fotografias se obtuvieron con una camara OLYMPUS E-620

(OLYMPUS) y se procesaron con Adobe Photoshop Lightroom (Adobe).

MM.3.1 - Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento de las cepas S. coelicolor M145 y S. coelicolor M145 AabrB1/B2 se
realizaron en medio liquido NMMP siguiendo las condiciones de cultivo generales indicadas
previamente (se realizaron cuatro réplicas). Se tomaron muestras alas5h, 8 h, 10 h, 12 hy
posteriormente cada 8 h hasta las 68 h. En cada tiempo se cuantificd la biomasa de los cultivos
mediante la determinacidn del peso seco; para ello 10 mL de cultivo se filtraron a través de

filtros previamente pesados Glass Microfibre Filters GF/B (Whatman).

La monitorizacién de la produccion de los antibidticos RED y ACT se realizd segun se describe en

el apartado “MM.10 - Andlisis de la produccién de antibidticos”.
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MM.3.2 - Ensayos de antibiosis contra bacterias

En los analisis fenotipicos realizados para evaluar la produccidon de compuestos endégenos con
actividad antibidtica, las cepas S. coelicolor M145 vy S. coelicolor M145 AabrB1/B2 se sembraron
en césped en placas Petri con medio NMMP y se incubaron a 302C durante 10 dias.
Posteriormente se extrajeron tacos de medio con micelio con un sacabocados (0,7 cm de

didmetro).

Los microorganismos testigos (S. epidermidis, E. faecalis, E. coli, P. putida, E. aerogenes y A.
baylyi) se sembraron en 10 mL de agar-blando inoculados con 400 pL de una suspensién con una
densidad éptica de 0,2 sobre placas Petri cuadradas de 120 mm con medio BHI.Tras la siembra
de los microorganismos testigos, se pusieron los tacos con micelio de S. coelicolor. Las placas se
incubaron durante 5 h a una temperatura de 42C para permitir la difusion de los compuestos
producidos por S. coelicolor. Posteriormente las placas se incubaron a una temperatura de 302C
durante 48 h para el crecimiento de los microorganismos testigos. Para estos ensayos se llevaron
a cabo cuatro réplicas. Las fotografias del ensayo de antibiosis se obtuvieron con una cdmara
OLYMPUS E-620 (OLYMPUS) y se procesaron con Adobe Photoshop Lightroom (Adobe). El analisis

de las imdagenes se realizd en ImageJ (Schneider et al., 2012).

MM.3.3 - Ensayos de antibiosis contra hongos

En los andlisis fenotipicos realizados para evaluar la produccidon de compuestos enddgenos con
actividad antifungica, las cepas S. coelicolor M145 y S. coelicolor M145 AabrB1/B2 se sembraron
en césped en placas Petri con medio NMMP y se incubaron a 309C durante 10 dias.
Posteriormente se extrajeron tacos de medio con un sacabocados (0,7 cm de didmetro).Los
microorganismos testigos (P. cactorum, P. exigua, S. cepivorum, F. solani, S. sclerotiorum y R.
solanij) se sembraron en césped en placas Petri con medio PDA y se incubaron a 252C durante
10 dias. Posteriormente se extrajeron tacos de medio con micelio con un sacabocados (0,7 cm

de diametro).

En placas Petri con medio PDA se dispusieron los tacos de los hongos usados como
microorganismos testigos y los tacos de las cepas de S. coelicolor a una distancia de 3,5 cm, y se
incubaron a 252C durante 10 dias. Para estos ensayos se llevaron a cabo cuatro réplicas. Las
fotografias del ensayo de antibiosis se obtuvieron con una camara OLYMPUS E-620 (OLYMPUS)

y se procesaron con Adobe Photoshop Lightroom (Adobe).
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MM.3.4 - Ensayos de antibiosis (produccion heterdloga)

En los ensayos de antibiosis realizados para evaluar la produccion heteréloga de compuestos
con actividad antibiética (oviedomicina y mitramicina), las cepas de S. coelicolor M145 y S.
coelicolor M145 AabrB1/B2 transformadas con los vectores pKC505 (control), CosAB4
(produccion de oviedomicina), pCLY10 (control) y pMTMF (produccién mitramicina) se
cultivaron en 10 mL de medio liquido NMMP (en matraces indentados) y se incubaron a 282C
durante 4 dias con una agitacidon de 200 rpm. Tras la incubacidn, se realizd una extraccién de
compuestos de las muestras (micelio y sobrenadante) mediante tratamiento con acetato de
etilo acidificado (acido féormico 1,0%); la fase orgdnica se recogid y desecd, y los compuestos

extraidos se resuspendieron en DMSO.

Los microorganismos testigos (B. subtilis, M. luteus y S. epidermidis) se sembraron en 10 mL de
agar-blando inoculados con 400 pL de una suspension con una densidad éptica de 0,2 sobre
placas Petri cuadradas de 120 mm con medio YEPD. Tras la siembra de los microorganismos
testigos se realizaron pocillos en las placas con un sacabocados (0,7 cm de didmetro), en los que
se inocularon los extractos en DMSO obtenidos. Las placas se incubaron durante 5 h a una
temperatura de 42C para permitir la difusién de los compuestos presentes en los extractos.
Posteriormente las placas se incubaron a una temperatura de 302C durante 48 h para el
crecimiento de los microorganismos testigos. Para estos ensayos se llevaron a cabo tres réplicas.
Las fotografias del ensayo de antibiosis se obtuvieron con una cadmara OLYMPUS E-620
(OLYMPUS) y se procesaron con Adobe Photoshop Lightroom (Adobe). El anélisis de las imagenes

se realizé en ImageJ (Schneider et al., 2012).

MM.3.5 - Ensayos de resistencia a antibidticos

Los ensayos de resistencia a vancomicina y penicilina G en los que se evalué la ratio de
supervivencia de esporas de cepas S. coelicolor M145 y S. coelicolor M145 AabrB1/B2 se
realizaron en placas Petri con medio NMMP. Se sembraron 2-10° esporas (y diluciones decimales
seriadas) de las distintas cepas en placas con concentraciones crecientes de vancomicina o
penicilina G (1, 10, 50, 100 y 500 pug/mL). Las placas se incubaron a 302C en una estufa de cultivo
universal INB-400 (Memmert) durante 4 dias. Para estos ensayos se llevaron a cabo cuatro

réplicas.
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Los ensayos de resistencia a vancomicina en medio liquido se realizaron en placas multipocillo
Falcon® 24-well Clear Flat Bottom TC-treated Multiwell Cell Culture Plate (Ref.: 353047; Corning).
En cada pocillo se cultivaron 1,5 mL de medio NMMP inoculados con 4:10° esporas/mL de las
cepas S. coelicolor M145 y S. coelicolor M145 AabrB1/B2; y se afiadieron concentraciones
crecientes de vancomicina (1-500 pg/mL). Las placas se incubaron a 282C en un agitador orbital

termostatizado MaxQ™ 4000 (Thermo Scientific) con una agitacién de 200 rpm durante 7 dias.

Las fotografias del ensayo de resistencia se obtuvieron con una cdmara OLYMPUS E-620

(OLYMPUS) y se procesaron con Adobe Photoshop Lightroom (Adobe).
MM.4 - Manipulacion y deteccidon de acidos nucleicos

MM.4.1 - Extraccion de vectores en Escherichia coli

La extraccién de plasmidos (minipreps) presentes en E. coli se realizd mediante el kit NucleoSpin®
Plasmid (Ref.: 740588; Macherey-Nagel) siguiendo el protocolo y condiciones recomendadas

por el fabricante.

La extraccion de césmidos se llevd a cabo siguiendo el método de extraccion alcalina modificado
descrito por H.C. Birnboim (Birnboim & Doly, 1979). Se cultivé E. coli con el cdsmido de interés
a 3792Cdurante 12 h. Tras la incubacion se recogieron las células y se trataron con la Solucién P1
(Tris-HCI 50,0 mM; EDTA 10,0 mM; RNasa 40,0 mg/L) y la Solucién P2 (NaOH 0,2 M; SDS 1,0%).
Se llevd a cabo una incubacidn a temperatura ambiente durante 5 min, tras lo que se afiadié la
Solucién P3 (Acetato de potasio 2,55 M; pH 4,8) y se llevé a cabo un paso de fenolizacién, en el
que se traté con una mezcla Fenol : Cloroformo : Alcohol Isoamilico (25:24:1) equilibrado con
Tris-HCI 1,0 M (pH 8,0), y se recuperd la fase acuosa. Las muestras se trataron con isopropanol
para precipitar el DNA. Finalmente, el pellet obtenido se lavé con etanol 70,0% y se resuspendid

en solucidn TE (Tris-HCI 10,0 mM; EDTA 1,0 mM; pH 8,0).

La concentracion y calidad de los vectores aislados se determind en un espectrofotometro

NanoPhotometer® N60 (IMPLEN).
MM.4.2 - Extraccion de DNA genémico en Streptomyces coelicolor

La extraccidn de DNA gendmico procedente de cepas de S. coelicolor se realiz6 mediante un
método de lisis neutra modificado del descrito por David A. Hopwood y colaboradores

(Hopwood et al., 1985).
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La cepa de interés se cultivd en medio liquido TSB durante 36 h. Posteriormente el micelio se
recogiod, se lavé con una solucién de sacarosa 10,3% y se resuspendio en Solucién de Lisis (Tris-
HCI 25,0 mM; Sacarosa 0,3 M; EDTA 25,0 mM; Lisozima 2,0 g/L; RNasa 50,0 mg/L; pH 8,0). Tras
una incubacion a 372C durante 30 min, se anadid SDS 2,0%. Posteriormente se afiadid una
mezcla Fenol : Cloroformo : Alcohol Isoamilico (25:24:1) equilibrado con Tris-HCI 1,0 M (pH 8,0),
y se recuperd la fase acuosa. Este paso se repitidé en tubos Phase Lock Gel Heavy (Ref.: 2302810;
5 Prime). A la fase acuosa recuperada se afiadié acetato de sodio 3,0 M (pH 4,8) e isopropanol
para precipitar el DNA gendmico. Tras la eliminacién del sobrenadante, el precipitado se lavd
con etanol 70,0%. Tras eliminar todo el etanol, el precipitado se resuspendioé en solucidn TE (Tris-

HCI 10,0 mM; EDTA 1,0 mM; pH 8,0).

La concentracién y calidad del DNA gendmico aislado se determind en un espectrofotémetro

NanoPhotometer® N60 (IMPLEN).

MM.4.3 - Extraccion de RNA en Streptomyces coelicolor

La cepa de S. coelicolor de interés se cultivé en las condiciones establecidas. Una vez completado
el cultivo, se recogié el micelio y se traté con RNAprotect® Bacteria Reagent (Ref.: 1018380;
QIAGEN). Para la extraccion del RNA se utilizé el kit RNeasy ® Mini Kit (Ref.: 74104; QIAGEN) junto
el RNase-Free DNase Set (Ref.: 79254; Qiagen). EI RNA extraido se tratd con RNase-free DNase |
(Ref.: ENO521; Thermo Scientific) para eliminar cualquier resto de DNA que pudiera quedar. Para

todo el proceso se siguid el protocolo y condiciones recomendadas por el fabricante.

Para prevenir la contaminacién por RNasas que afecten a la integridad del RNA extraido, el
material utilizado se limpié con Solucién de Eliminacién de Nucleasas (NaClO 0,75%; NaOH 1,0%;

SDS 0,95%; NaHCOs 90,0 mM).

La concentracion y calidad del RNA extraido se determind en un sistema 2100 Bioanalyzer
(Agilent) por el Servicio de Secuenciacion del Centro de Investigacidon del Cancer (Universidad
de Salamanca / Consejo Superior de Investigaciones Cientificas). La ausencia de DNA se chequed
por PCR, mediante amplificacion del gen rpsL (SCO4659) con los cebadores RCD-009 y RCD-011

(“Anexo Il - Oligonucledtidos empleados”).
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MM.4.4 - Electroforesis en gel de agarosa

La separacidon de moléculas de DNA segln su tamaiio se llevd a cabo mediante electroforesis en
gel de agarosa 0,8%, o a una concentracidon de 1,2% en el caso de fragmentos de DNA de
pequeio tamafio. Las electroforesis se realizaron a un voltaje constante de 120 V en la solucion
tampon TAE (Tris-Acetato 40,0 mM; EDTA 2,0 mM). Para la visualizacién de los acidos nucleicos
se utilizé como marcador fluorescente bromuro de etidio (0,5 mg/L en el gel de agarosa). Las
bandas se visualizaron mediante un transiluminador de luz UV acoplado al sistema fotografico
digital GelDoc 2000 (Bio-Rad). Para la visualizacién y procesamiento de las imagenes obtenidas
de los geles se utilizé el programa Quantity One (Bio-Rad). Como marcador de peso molecular

para acidos nucleicos se utilizé GeneRuler DNA Ladder Mix (Ref.: SM0333; Thermo Scientific).
MM.4.5 - Técnicas basicas de ingenieria genética

Durante la construccion de plasmidos realizada en la presente tesis doctoral (“MM.6 - Disefio y
construccion de vectores”) se llevaron a cabo digestiones con enzimas de restriccion, ligaciones
y desfosforilaciones. Las enzimas de restriccion utilizadas se indican en la Tabla MM.3. La
ligacion de vectores e insertos, asi como de fragmentos de DNA, se realizaron con la enzima T4
DNA Ligase (Ref.: ELO011; Thermo Scientific). Los vectores linealizados con extremos romos
durante los procesos de clonacién fueron tratados con la fosfatasa FastAP™ Thermosensitive
Alkaline Phosphatase (Ref.: EF0654; Thermo Scientific) para desfosforilar los extremos y prevenir
los eventos de religaciéon. En todos los casos se siguid el protocolo y condiciones recomendadas

por el fabricante.

La purificacién de los fragmentos de DNA tanto en solucidn como en geles de agarosa se realizo

mediante el kit comercial NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up (Ref.: 740609; Macherey-Nagel).

La concentracion y calidad de los acidos nucleicos en los diferentes procesos se determiné en

un espectrofotometro NanoPhotometer® N60 (IMPLEN).

Tabla MM.3. Enzimas de restriccion empleadas.

ENZIMA DE RESTRICCION  SITIO DE RESTRICCION REFERENCIA

Avrll CICTAGTG R0174 (New England BiolLabs)
BamHI GIGATCTC ER0051 (Thermo Scientific)
Bglll AlGATCTT ER0081 (Thermo Scientific)
Dral TTT| TAAA R0129 (New England BioLabs)
EcoRI G|AATTIC ER0271 (Thermo Scientific)
EcoRV GAT| TATC R3195 (New Enland BioLabs)
Hindlll A|AGCTIT ER0501 (Thermo Scientific)
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ENZIMA DE RESTRICCION  SITIO DE RESTRICCION REFERENCIA

Ndel CA|TAITG ER0581 (Thermo Scientific)
Nhel G|CTAGTC R3131 (New England BioLabs)
Ncol C|CATGTG ERO0571 (Thermo Scientific)
SnaBI TAC| 1GTA R1030 (New England BiolLabs)
Spel A|[CTAGIT R0133 (New England BioLabs)
Xbal TICTAGTA R0145 (New England BioLabs)

MM.4.6 - PCR convencional

Los cebadores empleados en las PCRs convencionales se disefiaron mediante el programa
SnapGene (Insightful Science) y la herramienta OligoAnalyzer (Integrated DNA Technologies); y
fueron sintetizados por Invitrogen (Thermo Fisher Scientific). El listado de cebadores se incluye

en el apartado “Anexo Il - Oligonucledtidos empleados”.

Las PCRs realizadas en procesos de chequeo (p.ej. en la comprobacién de la delecion de genes
durante la edicién gendmica con el sistema CRISPR-Cas9) se realizaron con el kit Biotools DNA
Polymerase (Ref.: 10002-4100; Biotools B&M Labs) siguiendo el protocolo y condiciones
recomendadas por el fabricante. Las PCRs se llevaron a cabo en un termociclador C1000 Touch™

Thermal Cycler (Bio-Rad); el programa empleado se detalla en Tabla MM.4.

Tabla MM.4. Programa empleado en el termociclador para el kit Biotools DNA Polymerase.

ETAPA Ne CICLOS ‘ TEMPERATURA ‘ TIEMPO

Si el molde es un pldsmido:
. 3 min

Desnaturalizacion inicial x1 94°C Si el molde es DNA gendmico:
10 min

Desnaturalizacion 94eC 1 min

Anillamiento de cebadores x35 Tm - 52C 1 min

Extension 72°C 1 min / kbp

Extension final x1 72°C 10 min

Enfriamiento x1 49C oo

*Nota: Tm hace referencia a la temperatura de fusién de los cebadores.

Las PCRs de alta fidelidad realizadas para amplificar fragmentos utilizados en la construccién de
plasmidos se realizaron con el kit Phusion Hot Start Il DNA Polymerase (Ref.: F549; Thermo
Scientific), siguiendo el protocolo y condiciones recomendadas por el fabricante. Las PCRs se
llevaron a cabo en un termociclador C1000 Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad); el programa

empleado se detalla en Tabla MM.5.
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Tabla MM.5. Programa empleado en el termociclador para el kit Phusion Hot Start Il DNA Polymerase.

ETAPA N2 CICLOS | TEMPERATURA ‘ TIEMPO

Si el molde es un pldsmido:
TR 30s

Desnaturalizacién inicial x1 989eC Si el molde es DNA gendmico:
3 min

Desnaturalizacion 989eC 10s

Anillamiento de cebadores x35 Tm 30s

Extension 72°C 30s/ kbp

Extension final x1 72°C 5 min

Enfriamiento x1 49C oo

*Nota: Tm hace referencia a la temperatura de fusion de los cebadores.

MM.4.7 - RT-qPCR (PCR cuantitativa de transcripcion reversa)

Los cebadores empleados en las RT-gPCRs se disefiaron mediante la herramienta PrimerQuest
Tool (Integrated DNA Technologies); y fueron sintetizados por Invitrogen (Thermo Fisher
Scientific). El listado de cebadores se incluye en el apartado “Anexo Il - Oligonucledtidos

empleados”.

El RNA de las muestras fue extraido tal y como se indica en el apartado “MM.4.3 - Extraccion de
RNA en Streptomyces coelicolor”. A partir de este RNA se sintetizd cDNA utilizando el kit iScript
Reverse Transcription Supermix (Ref.:170-8841; Bio-Rad). La PCR cuantitativa de transcripcion
reversa (RT-qPCR) se realizéd mediante el kit TB Green® Premix Ex Taq™ (Ref.: RR420A; Takara)
en un termociclador CFX96 Touch Real Time PCR Detection System (Bio-Rad) siguiendo el
programa detallado en Tabla MM.6. Se siguieron los protocolos y condiciones recomendadas
por el fabricante en todos los pasos indicados. Se realizaron triplicados técnicos, asi como un
control sin cDNA (NTC) para comprobar la ausencia de contaminaciéon ambiental. Como gen
control se utilizé rpsL (SCO4659). Para la cuantificacion absoluta de la expresion de los genes de
interés se utiliz6 como estandar de referencia diluciones seriadas de DNA gendmico de S.
coelicolor (nUmero de copias conocido). El procesamiento y analisis de datos se realizé en el

programa CFX Manager™ (Bio-Rad).

Tabla MM.6. Programa empleado en el termociclador para las RT-qPCRs.

ETAPA N¢ CICLOS ‘ TEMPERATURA ‘ TIEMPO

Desnaturalizacion inicial x1 952C 30s
Desnaturalizacion 95¢C 5s
Anillamiento y extensién x40 602C 30s
Lectura Lectura de fluorescencia
Rampa de temperatura:
Curva de fusion x1 De 652C a 952C (aumento de 0,59C cada 5 s)
*Lectura de fluorescencia tras cada aumento de temperatura
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MM.4.8 - Analisis transcriptdmico por RNAseq

La secuenciacion de los transcriptomas (RNAseq) de las diferentes muestras analizadas fue
realizada por la empresa Macrogen. El RNA de las muestras fue extraido tal y como se indica en
el apartado “MM.4.3 - Extraccion de RNA en Streptomyces coelicolor”. El rRNA de las muestras
fue eliminado mediante Ribo-Zero rRNA Removal Kit Bacteria (//lumina), y se obtuvo una libreria
de cada muestra mediante TruSeq Stranded Total RNA (/llumina). Las moléculas de las librerias
generada se secuenciaron por ambos extremos (paired-end reads) con una longitud de 150
bases en un equipo NovaSeq6000 (lllumina). Los datos de secuenciacién obtenidos se
convirtieron a formato FASTQ mediante el paquete bc/2fastq, y se depositaron en la base de
datos NCBI SRA (BioProject ID: PRINA637401°% BioSample_Accesions: SAMN15105054,
SAMN15105055, SAMN15105056, SAMN15105057).

El procesamiento de los datos se realizd en colaboracidon con el Dr. Juan F. Alzate (Centro
Nacional de Secuenciacién Gendmica, Universidad de Antioquia, Colombia). Se utilizd el
software RaNA-Seq (Prieto & Barrios, 2020) para el preprocesamiento por fastp 0.19.4 (Chen et
al., 2018) y la cuantificacién por salmon 0.9.1 (Patro et al., 2017). Se obtuvieron entre 36 y 52
millones de lecturas totales de cada libreria durante el proceso de secuenciacién, de las cuales
aproximadamente el 99% pasaron los filtros de calidad (secuencias muy cortas, con demasiadas
Ns, etc.). Tras este filtrado, los valores de calidad de Q30 se encontraron en torno al 96%. Entre
el 89% vy el 94% de las secuencias filtradas fueron mapeadas correctamente en el genoma de
referencia (Streptomyces coelicolor A3(2); GenBanK NC_003888). El andlisis de la expresion

diferencial génica se realizd con DEseq2 (se aplicé un test de Wald y un ajuste paramétrico).

Los alineamientos de las lecturas obtenidas con el genoma de referencia se visualizaron con

Integrative Genomics Viewer (Robinson et al., 2011).

MM.4.9 - Identificacion de secuencias diana por ChIP-Seq

Para la identificacion de secuencias diana del regulador huérfano Aorl se utilizé el método de
ChIP-SICAP-Seq modificado del descrito por Mahmoud-Reza Rafiee y colaboradores (Rafiee et
al., 2016). Este método también permite identificar las proteinas que interaccionan con el

regulador de interés cuando se encuentra unido a sus secuencias diana.

5 https://www.ncbi.nIm.nih.gov/bioproject/PRINA637401
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Preparacion de las muestras y cross-linking

S. coelicolor M145 se cultivé en medio liquido LB a 282C durante 36 h en agitacién a 200 rpm. El
cultivo se realizé en matraces indentados con un indculo inicial de 10° esporas/mL por triplicado.
Tras la incubacién, los cultivos se trataron con formaldehido 1,0% y se incubaron a 302C durante
20 min con agitacidon a 200 rpm (proceso de cross-linking). La reaccién se paré mediante la
adiciéon de glicina 0,5 M e incubacidn a 252C durante 5 min con agitacién a 200 rpm. El micelio
de las muestras se recogid y se lavé con PBS (NaCl 8,0 g/L; KCl 2,0 g/L; Na,HPO, 11,5 g/L; KH,PO,
2,0 g/L; pH 7,4).

Rotura celular

El micelio recogido de las muestras se congeld a -802C y posteriormente se llevé a cabo el
proceso de rotura celular en un molino criogénico 6770 Freezer/Mill® (Spex SamplePrep). Se
llevaron a cabo 4 ciclos de rotura de 1 min con una intensidad de 15 CPS (30 impactos por
segundo); entre ciclos se dejé un reposo de 1 min. El lisado celular se resuspendié en Buffer de
Lisis (HEPES-KOH 50,0 mM; Deoxicolato sédico 0,1%; SDS 0,1%, Triton X-100 1,0%; EDTA 1,0 mM;
NaCl 150,0 mM; cOmplete™ EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Ref.:11873580001 Roche; pH

7,5) y se incubd a 372C durante 30 min.

Fragmentacion DNA

Para la fragmentacion del DNA por ultrasonidos, el lisado celular obtenido fue procesado en un
equipo Bioruptor® UCD-300 Plus (Diagenode). Para obtener una fragmentacién con un rango de
tamanfios de 100-600 bp se aplicaron 15 pulsos de 30 s con intensidad alta (30 s de reposo entre
pulsos); durante el proceso se mantuvo una temperatura de 429C. La fragmentacién del DNA se

chequed por electroforesis en gel de agarosa 1,2%.

Inmunoprecipitacion

Parte del volumen de las muestras se separé para su utilizacién como controles Mock (control
sin paso de incubacién con anticuerpos durante la etapa de inmunoprecipitacién) e Input
(control sin etapa de inmunoprecipitacion). A las muestras se les afadié 20 pg de anticuerpos a-
Aorl, y se incubaron a 42C durante 12 horas y agitacion a 800 rpm. Tras la incubacion con
anticuerpos, a las muestras (y a los controles Mock) se les afiadié Buffer IP (HEPES-KOH 50,0
mM; Deoxicolato sédico 0,1%; SDS 0,1%, Triton X-100 1,0%; EDTA 1,0 mM; NaCl 150,0 mM;
Lisozima 4,0 g/L; RNasa 50,0 mg/L; cOmplete™ EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail
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Ref.:11873580001 Roche; pH 7,5) y Dynabeads® Protein A (Ref.: 100001D; Invitrogen), y se
incubaron a 42C durante 4 h y agitacién a 20 rpm. Tras la incubacidn, los posteriores lavados con
Buffer IP (6 veces) se realizaron en un soporte magnético DynaMag™-2 Magnet (Invitrogen).
Tras los lavados, las esferas se resuspendieron en Buffer de Elucién (SDS 1,5%; DTT 0,2 M) y se
incubaron a 372 durante 15 min en agitacion a 750 rpm, tras lo que se recogieron los

sobrenadantes (los controles Input también se pasaron a Buffer de Elucién).
De-cross-linking y digestion proteica

Las muestras (y todos los controles) se trataron con Acido Indolacético 20,0 mM vy Ditiotreitol
9,0 mM; y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min en oscuridad. Posteriormente
se afiadio la endoproteinasa LysC (Ref.: P8109; New England BiolLabs) a una concentracion final

de 1,2 ng/uL, y las muestras se incubaron a 372C durante 12 h.
Purificacion acidos nucleicos

Finalmente, el DNA de las muestras y controles se purificé mediante AMPure XP Magnetic Beads
(Ref.:NC9959336; Beckman Coulter) siguiendo el protocolo y recomendaciones del fabricante.
La concentracion y calidad del DNA obtenido se determind en un equipo 2100 Bioanalyzer
(Agilent) por el Servicio de Secuenciaciéon, Genémica y Protedmica de la Universidad de

Salamanca.

Aunque la metodologia de ChIP-Seq para la identificacién de las secuencias dianas de Aorl no
termina aqui, no se pudo continuar ya que no se consiguié inmunoprecipitar DNA para llevar a
cabo el proceso. Los controles y chequeos realizados se detallan en el apartado “C2.4 -

Identificacion de las secuencias diana de Aorl por ChIP-Seq”.
MM.5 - Vectores empleados

Los vectores utilizados a lo largo del presente trabajo se detallan en la Tabla MM.8. El disefio y
construccion de los plasmidos generados durante la tesis doctoral se detalla en el apartado

“MM..6 - Disefo y construccién de vectores”.

Los vectores pKC505 y CosAB4 fueron cedidos por los Dres. José Antonio Salas y Carmen Méndez
(Universidad de Oviedo). Los vectores pCLY10 y pMTMF fueron cedidos por el Dr. Jesus Cortés
(EntreChem). E| plasmido pNG3 fue cedido por el Dr. Angel Manteca (Universidad de Oviedo). El
plasmido pCRISPR-Theo fue cedido por el Dr. Jesus Aparicio (Universidad de Ledn).
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Tabla MM.8. Vectores empleados.

VECTOR

pUZ8002

‘ DESCRIPCION

Vector para transferencias por conjugacion (operdn tra).
Resistencias: Kanamicina (aph3’-la)

REFERENCIA

(Paget, Chamberlin,

et al., 1999)

pCRISPR-Cas9

Vector bifuncional Escherichia — Streptomyces. Incluye el
gen cas9 de Streptococcus pyogenes bajo el promotor
tipAp, y el casete sgRNA bajo el promotor ermEp.
Termosensible.

Resistencias: Apramicina (aac3-1V), Tioestreptona (trs)

(Tong et al., 2015)

pCRISPR-Cas9-sgB

Derivado de pCRISPR-Cas9. Contiene un sgRNA dirigido
contra el sistema abrB1/B2 de S. coelicolor.

(Sanchez de la Nieta
et al., 2020)*

pCRISPR-Cas9-AbrB

Derivado de pCRISPR-Cas9-sgB. Contiene el molde para la
recombinacién homadloga con las secuencias adyacentes a

(Sanchez de la Nieta

i et al,, 2020)*
los genes abrB1/B2 de S. coelicolor.
Vector de E. coli. Incluye el gen xysA de Streptomyces
oXHis1 halstedii (marcado con 6xHis en Ct) bajo su propio (Adham et al.,
promotor. 2001)
Resistencias: Ampicilina (bla)
DXAbrB Derivado de pXHisl. Incluye el operén abrB1/B2 de S. (Sanchez de la Nieta
coelicolor bajo su propio promotor. etal., 2020)*
Vector bifuncional Escherichia — Streptomyces.
. . . (Kuhstoss et al.,
pKC796A Integrativo, contiene la integrasa del fago ¢@C31. 1991)
Resistencias: Apramicina (aac3-1V)
oKCADB Derivado de pKC796A. Incluye el operdn abrB1/B2 de S. (Sanchez de la Nieta
coelicolor bajo su propio promotor. et al., 2020)*
Vector bifuncional Escherichia — Streptomyces. Alto )
, . (Ferndndez-Abalos
pN702GEM3 numero de copias. et al., 2003)
Resistencias: Kanamicina (aph3’-1l), Neomicina (aph3’-l)
oNBAbrB Derivado de pN702GEMS3. Incluye el operén abrB1/B2 de (Sanchez de la Nieta
S. coelicolor bajo su propio promotor. et al., 2020)*
Vector bifuncional Escherichia — Streptomyces. Bajo .
. . (Richardson et al.,
pKC505 numero de copias. 1987)
Resistencias: Apramicina (aac3-1V)
Derivado de pKC505. Contiene el cluster ovm (ruta de )
., . . .. (Méndez et al.,
CosAB4 biosintesis de la oviedomicina) de Streptomyces 2002)
antibioticus.
Vector trifuncional Saccharomyces — Escherichia —
bCLY10 Streptomyces. Integrativo, contiene la integrasa del fago (Bilyk et al,, 2016)
VWB.
Resistencias: Apramicina (aac3-1V)
oMTMF Derivado de pCLY10. Contiene el clister mtm (ruta de (Novakova et al.,
biosintesis de la mitramicina) de Streptomyces argillaceus. | 2018)
Vector de E. coli. Contiene el promotor T7 con el sistema
DET22b]+] de induccion lacO-lacl, la secuencia sefial pelB y una Ref.: 69744;
secuencia 6xHis. Bajo nimero de copias. Novagen
Resistencias: Ampicilina (bla)
Derivado de pET22b[+]. Incluye el gen aorl de S.
coelicolor (marcado con 6xHis en Ct) bajo el promotor T7
PET-Aorl con el sistema de induccién lacO-lacl. Se ha eliminado la (Yepes, 2010)
secuencia sefial pelB presente en pET22b[+].
Vector de E. coli. Contiene el promotor T5 con el sistema
DQE-30 de induccion lacO-lacl, y una secuencia 6xHis. Bajo Ref.: 32915;
numero de copias. QIAGEN

Resistencias: Ampicilina (bla), Cloranfenicol (cat)

164




MATERIALES Y METODOS

VECTOR ‘ DESCRIPCION REFERENCIA
Derivado de pQE-30. Incluye el gen aorl de S. coelicolor

pQE-Aorl (marcado con 6xHis en Nt) bajo el promotor T5 con el Este trabajo
sistema de induccidn lacO-lacl.

pNX-Aor1 Derivado de pN702GEMS3. Incluye el gen aor1 de S. (Antoraz et al.,
coelicolor bajo el promotor xysAp. 2017)

pNErmX Derivado de pN702GEM3. Incluye el gen xysA de (Sevillano et al.,
Streptomyces halstedii bajo el promotor ermE*p. 2016)

pBluescript Il SK(+) Vector de E. coli. Alto nimero de copias. Ref.: 212207;
Resistencias: Ampicilina (bla) Stratagene

pBS-STAor1-C2

Derivado de pBluescript Il SK(+). Incluye el gen aorl de S.
coelicolor (marcado con 3xFLAG en Ct).

Este trabajo

pBS-STAor1-CE

Derivado de pBS-STAor1-C2. Incluye el gen aorl de S.
coelicolor (marcado con 3xFLAG en Ct) bajo el promotor
ermE*p.

Este trabajo

pBS-STAorl-N2

Derivado de pBluescript Il SK(+). Incluye el gen aorl de S.
coelicolor (marcado con 3xFLAG en Nt).

Este trabajo

pBS-STAorl1-NE

Derivado de pBS-STAor1-N2. Incluye el gen aorl de S.
coelicolor (marcado con 3xFLAG en Nt) bajo el promotor
ermE*p.

Este trabajo

pKC796H

Vector bifuncional Escherichia — Streptomyces.
Integrativo, contiene la integrasa del fago @C31.
Resistencias: Higromicina (hyg)

(Fernandez-Abalos
et al., 2003)

pKC-STAor1-CE

Derivado de pKC796H. Incluye el gen aorl de S. coelicolor
(marcado con 3xFLAG en Ct) bajo el promotor ermE*p.

Este trabajo

pKC-STAor1-NE

Derivado de pKC796H. Incluye el gen aorl de S. coelicolor
(marcado con 3xFLAG en Nt) bajo el promotor ermE*p.

Este trabajo

pNG3

Vector bifuncional Escherichia — Streptomyces.
Integrativo, contiene la integrasa del fago @BT1. Incluye el
gen SCO4849 bajo su propio promotor.

Resistencias: Ampicilina (bla), Higromicina (hyg)

(Gonzélez-Quifionez
etal., 2016)

pNG-STAorl1-CE

Derivado de pNG3. Incluye el gen aorl de S. coelicolor
(marcado con 3xFLAG en Ct) bajo el promotor ermE*p.

Este trabajo

pNG-STAor1-NE

Derivado de pNG3. Incluye el gen aorl de S. coelicolor
(marcado con 3xFLAG en Nt) bajo el promotor ermE*p.

Este trabajo

Vector bifuncional Escherichia — Streptomyces. Incluye el

(van Wezel et al.,

plj2587 gen redD de S. coelicolor sin promotor. 2000)
Resistencias: Ampicilina (bla), Tioestreptona (tsr)
bCRISPR-Theo Derivado de pCRISPR-Cas9. Contiene el promotor ermEpl No publicado

y el riboswitch TheoE*.

Vector bifuncional Escherichia — Streptomyces.
Integrativo, contiene la integrasa del fago @C31. Incluye el

(Myronovskyi et al.,

pPSETGUS gen gusA de E. coli (optimizado para S. coelicolor) bajo el 2011)
promotor tipAp.
Resistencias: Apramicina (aac3-1V)

pHKASP Derivado de pKC796A. Contiene el Casete HKASP. Este trabajo
Derivado de pHKASP. Incluye el gen xysA de Streptomyces

pHKASP-X halstedii (marcado con 6xHis en Ct) bajo el promotor Este trabajo
vanH*p.

DHKASP-G Derivado de pHKASP. Incluye el gen gusA de E. coli Este trabajo

(optimizado para S. coelicolor) bajo el promotor vanH*p.

pHKASP-X-GluK

Derivado de pHKASP-X. Incluye el gen quimérico gluK-van$
(secuencias de S. coelicolor) bajo el promotor ermEp1 vy el
riboswitch TheoE*.

Este trabajo
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VECTOR ‘ DESCRIPCION REFERENCIA
Derivado de pHKASP-G. Incluye el gen quimérico gluk-
pHKASP-G-GIuK vanS (secuencias de S. coelicolor) bajo el promotor Este trabajo

ermEply el riboswitch TheoE*.

Derivado de pCRISPR-Cas9. Contiene un sgRNA dirigido
contra el gen vank de S. coelicolor.

Derivado de pCRISPR-Cas9-VK. Contiene el molde para la
pCRISPR-Cas9-Van recombinacién homadloga con las secuencias adyacentes Este trabajo

cluster van de S. coelicolor.
*El articulo con referencia (Sanchez de la Nieta et al., 2020) fue realizado durante la presente tesis doctoral.

pCRISPR-Cas9-sgVK Este trabajo

MM.6 - Diseno y construccion de vectores

A continuacién, se detalla el proceso de construccion de los plasmidos generados durante el
presente trabajo. El disefio de estos vectores se realizé en el programa SnapGene (Insightful
Science). Las enzimas empleadas, asi como las técnicas de biologia molecular realizadas durante
el proceso de construccion de los vectores se detallan en el apartado “MM.4 - Manipulacion y
deteccion de acidos nucleicos”. Los cebadores utilizados se detallan en el apartado “Anexo Il -

Oligonucledtidos empleados”.

En todos los casos, los pldsmidos obtenidos fueron verificados por secuenciacion mediante el
método Sanger en un secuenciador automatico capilar 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) por el Servicio de Secuenciacién, Gendmica y Proteédmica de la Universidad de

Salamanca.
pCRISPR-Cas9-sgB

El sgRNA para dirigir el corte de la enzima Cas9 contra los genes abrB1/B2 de S. coelicolor se
disend mediante la herramienta CRISPy (Ronda et al., 2014); la busqueda de potenciales sitios
de corte inespecificos (off-targets) se realizé con la herramienta Cas-OFFinder (Bae et al., 2014).
La secuencia guia seleccionada fue GCAGGACACGGATCGTCATA, que hibrida en la regién
solapante de los genes abrB1 y abrB2. La secuencia codificante para el sgRNA se amplificé por
PCR mediante los cebadores SAM-051 y SAM-067 utilizando el plasmido pCRISPR-Cas9 como
molde. El producto amplificado se digirid con las enzimas de restriccion Ncol y SnaBl, y se cloné
en el plasmido pCRISPR-Cas9 digerido con las mismas enzimas, dando lugar al plasmido pCRISPR-

Cas9-sgB.
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Figura MM.1. Vector pCRISPR-Cas9-AbrB. [A] Esquema del vector pCRISPR-Cas9-AbrB, utilizado para
la edicién gendmica de S. coelicolor mediante CRISPR-Cas9. Solo se muestran los promotores y
terminadores relevantes para la aplicacion del vector. [B] Esquema de la regién del vector
correspondiente al sgRNA. Se indica la guia, que tiene como secuencia diana los genes abrB1/B2; asi
como los sitios de restriccion Ncol y SnaBl empleados en la construccidn del vector. [C] Esquema de
los moldes para la reparacion por recombinacién homdloga
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pPCRISPR-Cas9-AbrB

Las regiones adyacentes a los genes abrB1/B2 se amplificaron por PCR. La region a 5’ de los
genes (1074 bp) se amplificé con los cebadores SAM-069 y SAM-070, mientras que la regién a 3’
(1089 bp) se amplificd con los cebadores SAM-071 y SAM-072; en ambos casos se utiliz6 DNA
gendmico de S. coelicolor M145 como molde. Posteriormente, se llevé a cabo una PCR solapante
a partir de los dos fragmentos obtenidos, y usando como cebadores SAM-069 y SAM-072. El
fragmento obtenido (2163 bp) contiene las regiones que flanquean a los genes abrB1/B2, por lo
gue permitird la delecién limpia del sistema cuando se repare el corte generado por la enzima
Cas9 por recombinacién homéloga. Este fragmento se digirié con la enzima de restriccidn Xbal
y se clond en el plasmido pCRISPR-Cas9-sgB digerido con la misma enzima, dando lugar al

plasmido pCRISPR-Cas9-AbrB (Figura MM.1).

pKCAbrB

Un fragmento de DNA que incluia los genes abrB1/B2 de (1931 bp) y su promotor (164 bp) se
amplificd por PCR mediante los cebadores DSM-002 y DSM-004 utilizando como molde DNA
gendmico de S. coelicolor M145. El fragmento amplificado se clond en el plasmido pXHisl
mediante las enzimas de restriccion EcoRl y Hindlll, dando lugar al plasmido pXAbrB.
Posteriormente, este plasmido se digirié con la enzima de restriccion Bglll, y el fragmento que
contenia los genes abrB1/B2 y su promotor (2237 bp) se clond en el plasmido pKC796A digerido
con la misma enzima, dando lugar al plasmido pKCAbrB (Figura MIM.2.A).

pNBAbrB

Un fragmento de DNA que incluia los genes abrB1/B2 (1931 bp) y su promotor (164 bp) se
amplificéd por PCR mediante los cebadores DSM-002 y DSM-004 utilizando como molde DNA
gendmico de S. coelicolor M145. El fragmento amplificado se cloné en el pldsmido pN702GEM3
mediante las enzimas de restriccién EcoRl y Hindlll, dando lugar al plasmido pNBAbrB (Figura

MM.2.B).

pQE-Aorl

El gen aorl de S. coelicolor se amplificé por PCR mediante los cebadores RCD-F-BH2281 y RCD-
R-2281H]I utilizando como molde el plasmido pET-Aorl. El fragmento amplificado se cloné en el
plasmido pQE30 mediante las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll, dando lugar al plasmido

pQE-Aorl (Figura MM.3.B).

168



MATERIALES Y METODOS

Integrasa Fago (pC31\

_abrB1
attP C31

pKCAbrB
(9088 bp)

abrBp

ori ColE1

(Escherichia) !

Promotores
e rep plJ101
(Streptomyces)
ori ColE1
(Escherichia) ™.
__.oriplj101
" (Streptomyces)

pNBAbrB

(7710 bp)
abrB1

) “KanR / NeoR (aph3”-1)
abrB2

abep

Figura MM.2. Vectores pKCAbrB y pNBAbrB. [A] Esquema del vector pKCAbrB, utilizado para el
ensayo de complementacidn del sistema AbrB1/B2. [B] Esquema del vector pNBAbrB, utilizado para
el ensayo de sobreexpresion del sistema AbrB1/B2. En ambos esquemas solo se muestran los
promotores relevantes para la aplicacidn de los vectores; asi como los sitios de restriccién empleados
en su construccion.
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Figura MM.3. Vectores pET-Aorl y pQE-Aorl. [A] Esquema del vector pET-Aorl, utilizado para la
expresion de Aorl en E. coli. [B] Esquema del vector pQE-Aorl, utilizado para la expresidon de Aorl
en E. coli. En ambos esquemas solo se muestran los promotores y terminadores relevantes para la
aplicacidn de los vectores; asi como los sitios de restriccion empleados en su construccidn.
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pKC-STAor1-CE y pKC-STAor1-NE

Los plasmidos pBS-STAorl-C2 y pBS-STAor1-N2 fueron generados por la empresa GeneCust.
Estos plasmidos, derivados de pBluescript |l SK(+), contienen casetes sintéticos que presentan el
terminador fdT, los sitios de restriccion Nhel y Ndel, el gen aorl marcado con 3xFLAG (en el

extremo Ct y Nt respectivamente) y el terminador mmrT.

El promotor ermE*p se amplificé por PCR mediante los cebadores RCD-059 y RCD-060 utilizando
como molde el plasmido pNErmX. El fragmento amplificado se clond en los plasmidos pBS-
STAorl1-C2 y pBS-STAorl-N2 mediante las enzimas de restriccidn Nhel y Ndel, dando lugar a los
pldsmidos pBS-STAor1-CE y pBS-STAor1-NE, respectivamente.

Los fragmentos STAor1-CE y STAor1-NE, que contienen el gen aorl (marcado con 3xFLAG en Ct
y Nt respectivamente) bajo el control del promotor ermE*p, y flanqueado por los terminadores
fdTy mmrT, se obtuvieron por digestion con Spel de los plasmidos pBS-STAor1-CE y pBS-STAor1-
NE. Estos fragmentos se clonaron en el plasmido pKC796H linealizado por digestion con Xbal (los
extremos cohesivos generados por Spel y Xbal son compatibles), dando lugar a los plasmidos

pKC-STAor1-CE y pKC-STAor1-NE, respectivamente (Figura MM.4.A).

pPNG-STaorl-CE y pNG-STaorl-NE

De forma similar a los anteriores plasmidos, los fragmentos STAorl-CE y STAorl-NE, que
contienen el gen aorl (marcado con 3xFLAG en Ct y Nt respectivamente) bajo el control del
promotor ermE*p, y flanqueado por los terminadores fdT y mmrT, se obtuvieron por digestion
con Spel de los plasmidos pBS-STAor1-CE y pBS-STAor1-NE. Estos fragmentos se clonaron en el
pldasmido pNG3 linealizado por digestion con Spel, dando lugar a los plasmidos pNG-STAor1-CE
y pNG-STAor1-NE, respectivamente (Figura MM.4.B).

pHKASP

El Casete HKASP se dividié en 5 mddulos para su construccion, tal y como se indica en la Figura
MM.5.A. A continuacién, se describe la obtencion de cada mddulo, posteriormente se indicara

el ensamblaje del Casete HKASP, y finalmente la clonacién para obtener el plasmido pHKASP.

El Mddulo 1 (314 bp) se amplificd por PCR mediante los cebadores RCD-HKASP-01 y RCD-HKASP-
02 utilizando como molde el plasmido pCRISPR-Cas9. Este mddulo presenta los sitios de

restriccion Blgll y Spell en los extremos 5’ y 3’ respectivamente.
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Figura MM.4. Vectores pKC-STAorl-CE/NE y pNG-STAor1l-CE/NE. [A] Esquema del vector pKC-
STAor1-CE, utilizado para la expresion de Aorl marcado con 3xFLAG (en el extremo Ct) en S.
coelicolor. El vector pKC-STAor1-NE es idéntico, salvo que Aorl se encuentra marcado en el extremo
Nt. [B] Esquema del vector pNG-STAor1-CE, utilizado para la expresion de Aorl marcado con 3xFLAG
(en el extremo Ct) en S. coelicolor. El vector pNG-STAor1-NE es idéntico, salvo que Aorl se encuentra
marcado en el extremo Nt. En ambos esquemas solo se muestran los promotores y terminadores
relevantes para la aplicaciéon de los vectores; asi como los sitios de restriccion empleados en su
construccion.

172



MATERIALES Y METODOS

@ casete HKASP (3167 bp)

ermEpl
fdT +TheoE*  VvanR vans* mmrT vanH*p At,T
(5€03590) (5€03589%) Q
b )
4
Lpel EcoRV ' 1BamHI Ndel
Bglll Avrll Nhel SnaBlI Spel Dral
L : . :
2.A 2.B 2.C 4.A 4.B
S X - X ) X J
Médulo 1 Modulo 2 Modulo3  Mddulo 4 Médulo 5
(Terminador) (TCS Quimérico Inducible) (Terminador) (Reportero) (Terminador)
Digestion Spel
@ y Ligacion 1
Digestion Nhel
PCR Solapante 1 Digestion Avrll Médulo 1 & Ligacid 1
L y Ligacion
y Ligacion y
Maddulo 2.A B Médulo 1-2
Modulo 2.AB
Médulo 2.B L Médulo 2
Moddulo 2.C
3 - Casete HKASP
Modulo 3
Médulo 4.A - BEERES
Modulo 4 )
Médulo 4.B - Médulo 3-4-5
Digestion BamHI J\ -
Digestion Ndel ﬁ y Ligacién Moédulo 5
y Ligacion
Digestion Spel ﬁ
y Ligacion
] 3000 bp -
Mutagénesis dirigida G>C sobre el promotor vanHp
RCD-HKASP-19 | | 1000 bp -
|CCCGTATGCGCTTTTCGATAT%CTGACGATATAT:E;a

GCCGTCCCGTATGCOCTTTTCGATATCCTGACGATATATTACCTATCA 500 bp -

t T y T t T t T T
CGGCAGGGCATACGCGAAAAGCTATAGGACTGCTATATAATGGATAGT)

100 bp -

GBGCATACGCGAAAAGCTATAUGACTGCTATATAATGE] .,
L: 1

RCD-HKASP-20 1 2A 2B 2C 3 4A 4B 5

GCCGTCCCGTATGCGCTTTTCEATATECTGACGATATATTACCTATCA Médulo | Tamaro Médulo | Tamano
1| 3140p 3 | 133bp
2A | 1490p an | 3520p
28 | 719bp aB | 4210p
2c | sosbp 5 | 375bp

Figura MM.5. Casete HKASP. [A] Esquema del Casete HKASP (3167 bp). Se muestran los modulos
utilizados para la construccién del casete, asi como los sitios de restriccion relevantes para el
proceso. [B] Etapas de ensamblaje de los mdédulos para la obtencidn del Casete HKASP [C] Esquema
de los oligonucledtidos RCD-HKASP-19 y RCD-HKASP-20 con los que se llevo a cabo la mutagénesis
dirigida (G>C) del promotor de vanH. Se muestra el electroferograma de la secuenciacién posterior
para comprobar la mutacion realizada. [D] Analisis de los mddulos que componen el Casete HKASP,
previamente a su ensamblaje.
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Para la construccién del Médulo 2 (1632 bp) previamente se obtuvieron los fragmentos 2.A, 2.B
y 2.C (Figura MIM.5.A). El Mddulo 2.A (149 bp) se amplificé por PCR mediante los cebadores RCD-
HKASP-03 y RCD-HKASP-04 utilizando como molde el plasmido pCRISPR-Theo; este mddulo
presenta un sitio de restriccion Spel en el extremo 5’. El Médulo 2.B (719 bp) se amplificé por
PCR mediante los cebadores RCD-HKASP-05 y RCD-HKASP-06 utilizando como molde DNA
gendmico de S. coelicolor M145; este mdédulo presenta un sitio de restriccion Avrll en el extremo
3’. El Médulo 2.C (805 bp) se amplificé por PCR mediante los cebadores RCD-HKASP-07 y RCD-
HKASP-08 utilizando como molde DNA gendmico de S. coelicolor M145; este mddulo presenta

los sitios de restriccion Avrll y Nhel en los extremos 5’ y 3’ respectivamente.

Para la obtencion del Mdédulo 2 completo primero se ensamblaron los fragmentos 2.A y 2.B
mediante PCR solapante con los cebadores RCD-HKASP-03 y RCD-HKASP-17. Posteriormente el
fragmento 2.AB obtenido (839 bp) se ensambld con el fragmento 2.C por digestion de ambos
fragmentos con Avrll y posterior ligacién de los mismos. Tras la ligacion se obtuvo el Médulo 2

completo (Figura MM.5.B).

El Mddulo 3 (133 bp) se amplificé por PCR mediante los cebadores RCD-HKASP-09 y RCD-HKASP-
10 utilizando como molde el pldasmido plJ2587. Este mddulo presenta los sitios de restriccion

Nhel y BamHI en los extremos 5’ y 3’ respectivamente.

Para la construccién del Médulo 4 (761 bp) previamente se obtuvieron los fragmentos 4.Ay 4.B
(Figura MM.5.A). El Médulo 4.A (352 bp) se amplificd por PCR mediante los cebadores RCD-
HKASP-11 y RCD-HKASP-12 utilizando como molde el plasmido pCRISPR-Cas9; este mddulo

presenta los sitios de restriccién BamHI| y Ndel en los extremos 5’ y 3’ respectivamente.

Para la obtencion del Médulo 4.B se llevd a cabo un proceso de mutagénesis dirigida por PCR
solapante. El promotor de vanH se amplificé a partir de DNA gendmico de S. coelicolor M145
mediante 2 PCRs en las que se introdujo un cambio G>C (Figura MM.5.C): en una de las PCR se
utilizaron los cebadores RCD-HKASP-18 y RCD-HKASP-19, mientras que en la otra se utilizaron
los cebadores RCD-HKASP-20y RCD-HKASP-21. Posteriormente, ambos fragmentos amplificados
se utilizaron como molde para una PCR solapante, en la que se emplearon los cebadores RCD-
HKASP-18 y RCD-HKASP-19. El fragmento amplificado, que contiene vanH*p (promotor mutado),
se utiliz6 como molde en una PCR en la que se utilizaron los cebadores RCD-HKASP-13 y RCD-

HKASP-14, dando lugar al Mddulo 4.B (421 bp).

Para la obtencién del Mddulo 4 completo se ensamblaron los fragmentos 4.Ay 4.B por digestion

de ambos fragmentos con Ndel y posterior ligacidon de los mismos (Figura MM.5.B).
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El Mdédulo 5 (375 bp) se amplificé por PCR mediante los cebadores RCD-HKASP-15 y RCD-HKASP-
16 utilizando como molde el plasmido pCRISPR-Cas9. Este mddulo presenta los sitios de

restriccion Spel y Dral en los extremos 5’ y 3’ respectivamente.

Una vez obtenidos los 5 mddulos, se ensamblaron para construir el casete HKASP completo
(Figura MIM.5.B-D). EIMédulo 1y el Mddulo 2 se ensamblaron por digestién con Spel y posterior
ligacién. El Médulo 3 y el Mdédulo 4 se ensamblaron por digestion con BamHI y posterior ligacion.
El Médulo 3-4 obtenido y el Mddulo 5 se ensamblaron por digestion con Spel y posterior ligacion.
Por ultimo, el Mdédulo 1-2 y el Mddulo 3-4-5 se ensamblaron por digestién con Nhel y posterior

ligacion, dando lugar al Casete HKASP.

Finalmente, el Casete HKASP construido se digirié con las enzimas de restricciéon Bglll y Dral y se
clond en el plasmido pKC796A digerido con Bglll y EcoRV (tanto Dral como EcoRV generan

extremos romos, por lo que son compatibles), dando lugar al plasmido pHKASP (Figura MM.6.A).

pHKASP-X

El gen xysA de Streptomyces halstedii se amplificé por PCR mediante los cebadores RCD-HKASP-
40 y RCD-HKASP-41 utilizando como molde el plasmido pXHisl. El fragmento amplificado se
clond en el pldasmido pHKASP mediante las enzimas de restriccion Ndel y SnaBl, dando lugar al

plasmido pHKASP-X (Figura MM.6.B).

pHKASP-G

El gen gusA de E. coli (optimizado para S. coelicolor) se amplificé por PCR mediante los cebadores
RCD-HKASP-42 y RCD-HKASP-43 utilizando como molde el plasmido pSETGUS. El fragmento
amplificado se clond en el pldasmido pHKASP mediante las enzimas de restriccion Ndel y SnaBl,

dando lugar al plasmido pHKASP-G (Figura MM.6.B).

pHKASP-X-GluK y pHKASP-G-GluK

Un fragmento del gen gluK (nt 1-747; corresponde al dominio sensor, las regiones
transmembrana y el dominio transmisor) se amplific6 por PCR mediante los cebadores RCD-
HKASP-36 y RCD-HKASP-37 utilizando como molde DNA gendmico de S. coelicolor M145. El
fragmento amplificado se digirid con las enzimas de restriccion Avrll y SnaBl, y se cloné en los
plasmidos pHKASP-X y pHKASP-G digeridos con Avrll y EcoRV (tanto SnaBl como EcoRV generan
extremos romos, por lo que son compatibles), dando lugar a los plasmidos pHKASP-X-GIuK y

pHKASP-G-GluK respectivamente (Figura MIM.6.B).
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Figura MM.6. Vector pHKASP y derivados. [A] Esquema del vector pHKASP. Solo se muestran los
promotores y terminadores relevantes para la aplicacién del vector. [B] Esquema del Casete HKASP y
derivados. Los elementos genéticos se indican en el esquema del vector HKASP en [A], a excepcion
de los incluidos en los casetes derivados: HKASP-X, HKASP-G, HKASP-X-GluK y HKASP-G-GIluK.
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pPCRISPR-Cas9-sgVK

El sgRNA para dirigir el corte de la enzima Cas9 contra el gen vanK de S. coelicolor se diseiid
mediante la herramienta CRISPy (Ronda et al., 2014); la busqueda de potenciales sitios de corte
inespecificos (off-targets) se realizé con la herramienta Cas-OFFinder (Bae et al., 2014). La
secuencia guia seleccionada fue GACCTCTATATGAAGCGACG. La secuencia codificante para el
sgRNA se amplificé por PCR mediante los cebadores SAM-051 y RCD-HKASP-26 utilizando el
pldsmido pCRISPR-Cas9 como molde. El producto amplificado se digirid con las enzimas de
restriccion Ncol y SnaBl, y se clond en el plasmido pCRISPR-Cas9 digerido con las mismas

enzimas, dando lugar al plasmido pCRISPR-Cas9-sgVK.
pCRISPR-Cas9-Van

Las regiones adyacentes al cluster van se amplificaron por PCR. La regidon a 5’ del cluster (998
bp) se amplifico con los cebadores RCD-HKASP-22 y RCD-HKASP-23, mientras que la region a 3’
(1003 bp) se amplificd con los cebadores RCD-HKASP-24 y RCD-HKASP-44; en ambos casos se
utiliz6 DNA gendmico de S. coelicolor M145 como molde. Posteriormente, se llevd a cabo una
PCR solapante a partir de los dos fragmentos obtenidos, y usando como cebadores RCD-HKASP-
22 y RCD-HKASP-44. El fragmento obtenido (2001 bp) contiene las regiones que flanquean al
clister van, por lo que permitird la delecion limpia del mismo cuando se repare el corte
generado por la enzima Cas9 por recombinacion homadloga. Este fragmento se digirié con la
enzima de restriccion Xbal y se clond en el plasmido pCRISPR-Cas9-sgVK digerido con Xbal y Stul,

dando lugar al plasmido pCRISPR-Cas9-Van.
MM.7 - Introduccion de vectores en microorganismos

MM.7.1 - Transformacion de Escherichia coli

E. coli se transformd con los plasmidos oportunos utilizando células quimicamente competentes

de la cepa de interés mediante la metodologia de choque térmico.

Para la obtencién de células competentes de E. coli se empled una modificacion del método
quimico basado en el Mg?* descrito por A. Nishimura y colaboradores (Nishimura et al., 1990).
Las cepas de interés se cultivaron a 372C en medio LB suplementado con dextrosa 0,2% vy
MgS0.-7H,0 10,0 mM hasta alcanzar una densidad éptica de 0,6; tras lo cual, los cultivos se

mantuvieron a 49C durante 10 min. Posteriormente las células se lavaron y se resuspendieron
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en medio LB suplementado con glicerol 40,0%, PEG-6000 15,0% y MgS0Q4-7H,0 10,0 mM. Las

células competentes obtenidas se conservaron a -802C.

La metodologia de transformacidon por choque térmico utilizada fue la descrita por Douglas
Hanahan (Hanahan, 1983). Se mezclaron células competentes de la cepa de interés con el
pldasmido que se desea introducir. Tras una incubacién a 42C durante 30 min, se aplicé un shock
térmico de 422C durante 2 min; tras lo cual las muestras se mantuvieron a 42C durante otros 2
min. Se ainadié medio LB a las muestras y se incubaron a 379C durante 1 h. Finalmente, las
muestras se sembraron en placas de LB con el correspondiente antibidtico y se incubaron 24 h

a 379C (excepto E. coli Rosetta-gami B (DE3), que se incubd durante 48 h).

MM.7.2 - Transformacion de Streptomyces coelicolor

La transformacién de S. coelicolor se realizé mediante la transferencia de plasmidos demetilados

(aislados a partir de E. coli ET12567) a protoplastos de la cepa en cuestion.

Para la obtencion de protoplastos se utilizd un método modificado del descrito por Mervin J.
Bibb y colaboradores (Bibb et al., 1978). La cepa de interés se cultivé en medio YEG+MgCl,
partiendo de un indculo de 5-10° esporas/mL, y se incubé a 282C durante 36 h. El micelio
obtenido se lavé varias veces con una solucién de sacarosa 10,3%, y se resuspendié en Medio P
(TES 5,73 g/L; Sacarosa 103,0 g/L; MgCl,-6H,0 2,03 g/L, K;SO4 0,25 g/L; CaCl,-2H,0 3,68 g/L;
KH,PO; 50,0 mg/L; Elementos traza 2,0 mL/L {ZnCl, 40,0 mg/L; FeCls-6H,O 200,0 mg/L;
CuCl;-2H,0 10,0 mg/L; MnCly-4H,0 10,0 mg/L; Na;B407-10H,0 10,0 mg/L; (NH4)sM07024:4H,0
10,0 mg/L}; pH 7,2) con lisozima 1,5 mg/mL. Tras una incubacion a 372C durante 30 min, los

protoplastos obtenidos se lavaron varias veces con Medio P, y se almacenaron a -80°C.

Para la transformacién de los protoplastos de S. coelicolor obtenidos se utilizd un método
modificado del descrito por Mervin J. Bibb y colaboradores (Bibb et al., 1978). Se mezclaron los
protoplastos de la cepa de interés, el plasmido que se desea introducir demetilado y Solucién P
con 25,0% de PEG-6000 (BDH; Ref.: 443915V). Tras una incubacién de 2 min a temperatura
ambiente se anadio Solucién P y se sembraron en placas de R2YE sin antibidtico. Tras 24 h de

incubacién a 302C se afiadi6 el antibidtico correspondiente por cobertera a las placas de R2YE.
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MM.7.3 - Conjugacion interespecifica Escherichia-Streptomyces

La transferencia de vectores desde E. coli ET12567 / pUZ8002 a S. coelicolor por conjugacion
interespecifica se realizd6 mediante un método modificado del descrito por Fiona Flett y
colaboradores (Flett et al., 1997).A una suspensidn de 10® esporas de la cepa de interés de S.
coelicolor en TSB se aplicé un choque térmico a 502C durante 10 min. La suspension de esporas
se mezcld con un cultivo de E. coli ET12567 / pUZ8002 (cepa demetilante) con el pldsmido a
transferir cultivado previamente a 282C durante 12 h en medio LB (con los antibidticos
correspondientes). Esta mezcla se plagqued en medio SFM+MgCl, y se realizaron varios pases de
seleccidn con 4cido nalidixico para eliminar a E. coli y purificar colonias de Streptomyces que
hayan captado el plasmido (en el proceso de seleccidn, aparte del acido nalidixico, también se

incluye el antibidtico que sirve como marcador de seleccién del plasmido).
MM.8 - Edicion gendmica mediante CRISPR-Cas9

A continuacidn, se detalla el proceso de obtencidn de la cepa S. coelicolor M145 AabrB1/B2. El
método seguido es una modificacion del descrito por Youjun Tong y colaboradores (Tong et al.,

2015).

Se construyeron los plasmidos pCRISPR-Cas9-sgB y pCRISPR-Cas9-AbrB tal y como se indica en
el apartado “MM.6 - Diseflo y construccién de vectores”. Una vez obtenidos, dichos pldasmidos y
pCRISPR-Cas9 se introdujeron en E. coli ET12567 / pUZ8002 por transformacion, y seguidamente
en S. coelicolor M145 mediante conjugacion interespecifica (procesos descritos en el apartado
“MM.7 - Introduccién de vectores en microorganismos”). Tras comprobar que el sgRNA
disefado vy el sistema CRISPR funcionaron correctamente a través de los plasmidos pCRISPR-
Cas9 (plasmido vacio control) y pCRISPR-Cas9-sgB (control de corte), se seleccionaron varias
colonias S. coelicolor M145 / pCRISPR-Cas9-AbrB. Para inducir la pérdida del plasmido (ya
deberia haber tenido lugar la delecion de los genes abrB1/B2 tras la reparacién del corte por
recombinacidon homdloga), las colonias se cultivaron en medio liquido TSB durante 48h a 372C
(el plasmido pCRISPR-Cas9-AbrB es termosensible) con agitacion a 200 rpm. La pérdida del
pldsmido se comprobd mediante cultivo en placas de R2YE y R2YE+Apramicina, donde se
seleccionaron las colonias sensibles a apramicina. Para comprobar la deleciéon de los genes
abrB1/B2 se obtuvo DNA gendmico de la cepa generada y se analizé por PCR en comparacion
con DNA gendmico obtenido de la cepa silvestre S. coelicolor M145. Se utilizaron tanto
oligonucledtidos externos (RCD-005 / RCD-006) como internos (RCD-007 / RCD-008) a la zona

delecionada.
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Para la obtencion de la cepa S. coelicolor M145 AabrA1/A2 AabrB1/B2 se siguieron los mismos
pasos que para la obtencién de S. coelicolor M145 AabrB1/B2 indicada previamente, con la
excepcion de que la cepa base en la que se realizo la delecion fue S. coelicolor M145 AabrA1/A2,
en lugar de la cepa silvestre S. coelicolor M145. Se comprobd tanto la delecidn de los genes
abrB1/B2 como la delecion de los genes abrA1/A2 (generada previamente) mediante
oligonucledtidos externos (abrB1/B2: RCD-005 / RCD-006) e internos (abrA1/A2: RCD-001 / RCD-
002; abrB1/B2: RCD-005 / RCD-006) e internos (abrA1/A2: RCD-003 / RCD-004; abrB1/B2: RCD-
007 / RCD-008) a la zona delecionada.

Para la obtencion de la cepa S. coelicolor M145 Avan se construyeron los plasmidos pCRISPR-
Cas9-sgVK y pCRISPR-Cas9-Van tal y como se indica en el apartado “MM.6 - Disefio vy
construccion de vectores”. Cuando estos plasmidos se introdujeron, junto a pCRISPR-Cas9, en S.
coelicolor M145 mediante conjugacion interespecifica se comprobd que el sistema no estaba
funcionando correctamente, ya que se obtenian colonias en el control de corte (pCRISPR-Cas9-

sgVK).
MM.9 - Manipulacion y deteccidn de proteinas

MM.9.1 - Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas se utilizé el kit Quick Start™ Bradford Protein Assay (Ref.:
500-0201; Bio-Rad) y un espectrofotdmetro NanoPhotometer® N60 (IMPLEN), siguiendo el
protocolo y recomendaciones del fabricante. Para la elaboracidn de la recta patrén se empled

BSA (Albumina de Suero Bovino).
MM.9.2 - Expresion y purificacidon de proteinas en Escherichia coli
Extraccion de proteinas totales

Para la extraccion de proteinas totales de E. coli, se recogieron células de la cepa de interés
cultivada en las condiciones requeridas (cultivos liquidos), y se resuspendieron en solucion Tris-
HCI 10,0 mM pH 7,0 con cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Ref.: 11697498001; Roche). La
rotura celular se llevé a cabo en un homogenizador ultrasénico LABSONIC® M (Sartorius), con
las siguientes condiciones: 10 pulsos de 10 s con una amplitud del 100% (30 s de reposo entre

pulsos) a una temperatura de 42C.

180



MATERIALES Y METODOS

Expresion y purificacion de Aorl

Para la producciéon de grandes cantidades de Aorl en E. coli (requeridas para la posterior
purificaciéon de anticuerpos a-Aorl) se realizd una bateria de ensayos para optimizar su

expresién y purificacion.

Se analizd la expresién de Aorl en las cepas E. coli BL21 (DE3) y E. coli Rosetta-gami B (DE)
transformadas con los plasmidos pET-2281 y pQE-2281 (en ambos plasmidos, Aorl se encuentra
marcada con 6xHis, y su expresion es inducible por IPTG). Se analizaron diversas condiciones de
induccién de Aorl, variando la concentracion de IPTG utilizada (0,2 mM o 1,0 mM), la densidad
Optica del cultivo a la que se afiade el IPTG (D.O. 0,5 o D.O. 2,0) y las condiciones de cultivo
durante la induccién (302C durante 6 h, o 252C durante 12 h). En todos los casos los cultivos se
realizaron en medio liquido LB en agitador orbital termostatizado ISF-1-W (Kiihner) con agitacion

a 200 rpm.

Ademas, para optimizar la rotura celular posterior se analizaron diferentes procedimientos: un
homogenizador celular FastPrep® FP120 (Savant), un disruptor ultrasénico LABSONIC® M
(Sartorius) y un molino criogénico 6770 Freezer/Mill (SPEX SamplePrep). En todos los casos,
previamente a la rotura celular, las células obtenidas de los cultivos se resuspendieron en Buffer
de Lisis (Na;HPO4/NaH,PO, 50,0 mM; NaCl 0,3 M, Triton X-100 0,1%; Imidazol 5,0 mM;
cOmplete™ EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Ref.:11873580001 Roche; pH 7,5). Para la
rotura en el disruptor celular FastPrep® FP120 (Savant) se afiadieron esferas de vidrio Glasperlen
0,40-0,60mm @ (Ref.: BBI-8541701; B. Braun Biotech International) a la muestra, y las
condiciones utilizadas fueron 4 ciclos de 20 s a maxima intensidad (30 s de reposo entre ciclos)
a una temperatura de 4°C. Las condiciones utilizadas en el homogenizador ultrasénico
LABSONIC® M (Sartorius) fueron 10 pulsos de 10 s con una amplitud del 100% (30 s de reposo
entre pulsos) a una temperatura de 42C. Las condiciones utilizadas en el molino criogénico 6770
Freezer/Mill (SPEX SamplePrep) fueron 4 ciclos de 1 min con una intensidad de 15 CPS (30
impactos por segundo); entre ciclos se dejé un reposo de 1 min, y todo el proceso de rotura se

llevo a cabo en nitrégeno liquido (-1952C).

Tras el proceso de optimizacidn, la expresion de Aorl se llevé a cabo en E. coli Rosetta-gami B
(DE3) / pET-2281 en un volumen de 400 mL de cultivo. La induccion de Aorl se realizé cuando
los cultivos alcanzaron una densidad dptica de 2,0 con una concentracion de IPTG de 0,2 mM;
tras la adicion de IPTG los cultivos se incubaron a 252C durante 12 h. La rotura celular se realizé
en el molino criogénico 6770 Freezer/Mill (SPEX SamplePrep) segin las condiciones indicadas

previamente.

181



MATERIALES Y METODOS

La purificaciéon de Aorl (marcado con 6xHis) a partir de la fraccién soluble del lisado celular
obtenido se realizé con el kit HisPur™ Cobalt Resin (Ref.: 89964; Thermo Scientific) en columnas
Econo-Pac® Disposable Chromatography Columns (Ref.: 7321010, Bio-Rad) siguiendo el
protocolo y recomendaciones del fabricante. Durante la purificacion los lavados de la resina se
realizaron a concentraciones de imidazol de 20,0 mM y 30,0 mM, mientras que las eluciones se

realizaron a concentraciones de imidazol de 0,25 My 1,0 M.

MM.9.3 - Purificacidon de proteinas en Streptomyces coelicolor

Para la extraccidn de proteinas totales de S. coelicolor, se recogié micelio de la cepa de interés
cultivada en las condiciones requeridas (cultivos liquidos), se lavd con sacarosa 10,3% y se
resuspendid en solucién Tris-HCl 1,0 M pH 7,0 con cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Ref.:
11697498001; Roche). La rotura celular se llevé a cabo en un disruptor celular FastPrep® FP120
(Savant). Para el proceso de rotura se afiadieron esferas de vidrio Glasperlen 0,40-0,60mm @
(Ref.: BBI-8541701; B. Braun Biotech International) a la muestra; las condiciones utilizadas
fueron 4 ciclos de 15 s a maxima intensidad (1 min de reposo entre ciclos) a una temperatura de

42C.

MM.9.4 - Purificacidn de anticuerpos

Previamente en el laboratorio se llevd a cabo la obtencidn de anticuerpos policlonales a-Aorl
mediante inmunizacién de un conejo de raza New Zealand con un péptido del extremo carboxilo
del regulador huérfano Aorl (secuencia del péptido: CAVLHYLENARAPRH). En la presente Tesis

Doctoral se realizd la purificacidon de anticuerpos a-Aorl a partir del antisuero obtenido.

Para el proceso de purificacidon se obtuvieron grandes cantidades del regulador Aorl segun se
describe en el apartado “MM.9.2 - Expresioén y purificaciéon de proteinas en Escherichia coli”. Se
cambid el buffer en el que se encontraba la proteina Aorl purificada a Buffer de Acoplamiento
(NaHCOs 0,1 M; NaCl 0,5 M; pH 8,3) mediante didlisis, utilizando D-Tube™ Dialyzer Maxi MWCO

6-8 kDa (Ref.: 71509; Novagen); se siguid el protocolo y recomendaciones del fabricante.

Preparacion de la columna (fijacion de proteinas)

Para la purificacidn de los anticuerpos se utilizé una columna Econo-Column® Chromatography
Column 1,5x15,0 cm (Ref.: 7371517; Bio-Rad), que se rellen6 con CNBr-Activated Sepharose® 4B
(Ref.: GE17-0430-01; Cytiva). El polimero se lavé primero con HCI 1,0 mM pH 2,75, y
posteriormente con Buffer de Acoplamiento (NaHCOs 0,1 M; NaCl 0,5 M; pH 8,3). Tras los
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lavados se afiadieron 3,29 mg de Aorl en Buffer de Acoplamiento (se determind la absorbancia

a 280 nm de la solucién de proteina previamente), y la columna se incubd a 42C durante 12 h.
Unidn de los anticuerpos a la columna

Se recogi6 la fraccién no retenida a la columna y se determiné la absorbancia a 280 nm para
comprobar que la proteina Aorl se habia fijado a la columna correctamente. La columna se lavo
con Buffer de Acoplamiento, y posteriormente se afiadié Tris-HCl 0,1 M pH 8,0 y se incubd a
temperatura ambiente durante 2 h. Tras la incubacién, la columna se lavéd con 3 ciclos
alternativos de pH mediante la Solucién Acida (Acetato de sodio 0,1 M; NaCl 0,5 M; pH 4,0) y la
Solucion Basica (Tris-HCI 0,1 M; NaCl 0,5 M; pH 8,0). Tras los ciclos de pH, la columna se lavé con
PBS (NaCl 8,0 g/L; KCl 2,0 g/L; Na;HPO4 11,5 g/L; KH2PO4 2,0 g/L; pH 7,4) mas azida s6dica 0,05%.
Posteriormente, se realizd otro lavado con PBS y se afiadié el antisuero de conejo inmunizado

con el péptido de Aorl. La columna se incubd a 42C durante 12 h.
Elucion de los anticuerpos

Tras la incubacidn, se recogio la fraccion no retenida, y la columna se lavé con soluciéon de lavado
(Tris-HCI 10 mM; NaCl 0,5 M; pH 7,5) varias veces, hasta que la absorbancia a 280 nm de los
lavados fue inferior a 0,01. La elucién de los anticuerpos unidos a la columna se realizdé con
glicina 0,1 M pH 2,6. Se recogieron varias fracciones en tubos con Tris-HCI 1,0 M pH 8,0 (para
neutralizar el pH acido de la glicina). Se mididé la absorbancia a 280 nm de las diferentes
fracciones para evaluar los anticuerpos eluidos. Finalmente se afiadié azida sédica 0,05% a los

anticuerpos purificados, y se almacenaron a 42C.

Las mediciones de absorbancia a 280 nm realizadas para monitorizar y controlar la purificacién

de anticuerpos se realizaron en un espectrofotémetro NanoPhotometer® N60 (IMPLEN).
MM.9.5 - SDS-PAGE

La separacion de proteinas segin su tamafio se llevd a cabo mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Los geles separador vy
concentrador se prepararon a una concentracién final de acrilamida del 15,0% y del 4,0%
respectivamente. Las muestras de proteinas se estandarizaron en base a la bioamasa celular de
la que se extrajeron, y se prepararon en Tampdn de Carga (Tris-HCI 0,25 M; Glicerol 40,0%; SDS
8,0%; Azul de bromofenol 0,05%; DTT 0,05 M; pH 6,8). Previamente a la electroforesis las

muestras se incubaron a 1009C durante 5 min. La electroforesis se realiz6 en Tampdén de
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Electroforesis (Tris-HCl 30,0 g/L; Glicerol 14,4%; SDS 0,5%) a un amperaje constante de 30
mA/gel. Como marcadores de peso molecular se utilizaron Unstained Low Range SDS-PAGE
Standards (Ref.: 1610304; Bio-Rad) y Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Ref.:
26634; Thermo Scientific); este Ultimo marcador solo en aquellas muestras en las que se realizé

posteriormente un Western Blot.
MM.9.6 - Visualizacion de proteinas por tincion Coomasie

Para la visualizacidn de proteinas de forma inespecifica, los geles procedentes de SDS-PAGE se
tifieron con azul de Coomasie. Para ello, los geles se mantuvieron 30 min en solucién colorante
Metanol : Acido acético : Agua (50:10:40) con Azul de Coomasie 0,5%. Tras varios lavados con
agua se mantuvieron en una solucién Metanol : Acido acético : Agua (25:10:65) para destefiir el

gel. Finalmente, los geles se fijaron con etanol 25,0% durante 30 min.
MM.9.7 - Western Blot

Para la deteccidn especifica de Aorl por Western Blot, las muestras sometidas a SDS-PAGE se
electrotransfirieron a membranas de PVDF Inmobilon®-P PVDF Membrane (Ref.: IPVH00010;
Millipore) mediante el sistema MiniTrans-Blot (Bio-Rad) a un amperaje constante de 250 mA
durante 1 h. Las membranas se lavaron en agua y TBST (Tris-HCIl 10,0 mM; Tween-20 0,05%;
NaCl 0,15 M; pH 8,0) y se incubaron con una solucidon de BSA 1,0% en TBST durante 30 min a

temperatura ambiente para bloquearlas.

Posteriormente las membranas se incubaron con una solucién del anticuerpo primario en TBST.
Cuando se utilizé el antisuero de conejo inmunizado con un péptido de Aorl (dilucién 1/10.000)
la incubacidn se realizd a temperatura ambiente durante 30 min. Sin embargo, cuando se
utilizaron los anticuerpos policlonales a-Aorl purificados durante la presente tesis doctoral

(dilucién 1/1.000), la incubacidn se realizd a 42C durante 12 h.

Tras la incubacién con el anticuerpo primario, las membranas se lavaron tres veces con TBST y
se incubaron 30 min a temperatura ambiente con una solucidn del anticuerpo secundario en
TBST. Se utilizaron anticuerpos de burro contra IgG de conejo conjugados a la enzima peroxidasa
HRP: Amersahm ECL Rabbit IgG HRP-linked whole Ab from donkey (Ref.: NA934; Cytiva); la
dilucion empleada fue 1/10.000.
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Tras la incubacidn con el anticuerpo secundario, las membranas se lavaron tres veces con TBST
y se revelaron. El revelado del Western Blot se realizd por quimioluminiscencia, gracias a la
reaccioén catalizada por la peroxidasa HRP conjugada al anticuerpo secundario, mediante el kit
WesternBright™ ECL Western Blotting Detection Kit (Ref.: K-12045; Advansta) y peliculas

radiograficas, siguiendo el protocolo y recomendaciones del fabricante.
MM.10 - Analisis de la produccion de antibioticos

MM.10.1 - Antibidticos endégenos: undecilprodigiosina y actinorrodina

La produccion de RED en medio sdélido se puede observar como la aparicién de pigmentaciéon
roja en el micelio de S. coelicolor. La produccién de ACT en medio sélido se puede observar como
la aparicién de pigmentacién azul (a pH neutro-alcalino) alrededor del micelio de S. coelicolor

(molécula secretada al medio).

La cuantificacion de la produccién de RED y ACT en medio liquido se realizé mediante un método

colorimétrico modificado del descrito por Tobias Kieser y colaboradores (Kieser et al., 2000).

Para la cuantificacion de la ACT, las muestras (incluyendo micelio y sobrenadante) se trataron
con KOH a una concentracidn final de 0,5 M y se incubaron durante 12 h a 42C. Posteriormente
se midio la absorbancia del sobrenadante a una longitud de onda de 640 nm. La concentracidn

de ACT se calculé aplicando la Ley de Lambert-Beer (gacr-e40 = 25320,0 Mt - cm™Y).

Para la cuantificacién de la RED, el precipitado celular obtenido del proceso de cuantificacion de
la ACT (indicado en el parrafo anterior) se lavé con HCl 0,5 M, y se resuspendié en metanol
acidificado con HCI 0,5 M. Tras una incubacidn durante 2 h a temperatura ambiente, se midié la
absorbancia del sobrenadante a una longitud de onda de 530 nm. La concentracion de RED se

calculd aplicando la Ley de Lambert-Beer (ggep-s30 = 100500,0 M - cm?).
MM.10.2 - Produccion heterdloga: oviedomicina

Para la determinacién de oviedomicina, las muestras (incluyendo micelio y sobrenadante) se
trataron con acetato de etilo acidificado (acido férmico 1,0%). Tras una incubacidon a
temperatura ambiente durante 45 min se recogio la fase organica, que fue desecada para su

posterior analisis.

El analisis de los extractos obtenidos fue realizado por el Servicio de Andlisis Elemental,

Cromatografia y Masas de la Universidad de Salamanca. El andlisis se realizé en un sistema HPLC
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Agilent 1100 (Agilent Technologies) acoplado a un detector UV y un espectrémetro de masas
Agilent Trap XCT (Agilent Technologies). La columna empleada fue HPLC Poroshell 120 C18
Column, 2,7 um, 2,1x100,0 mm (Agilent Technologies). Se utilizé el método de elucién en
gradiente con acetonitrilo (10,0-100,0% acetonitrilo en 7 min; flujo de 0,5 mL/min). La deteccidn

por masas se realizd por ESI (Electrospray lonization) en modo positivo y negativo.

MM.10.3 - Produccion heterdloga: mitramicina

Para la determinacién de mitramicina, las muestras (incluyendo micelio y sobrenadante) se
trataron con acetato de etilo acidificado (acido férmico 1,0%). Tras una incubacion a
temperatura ambiente durante 45 min se recogio la fase organica, que fue desecada para su

posterior analisis.

El analisis de los extractos obtenidos fue realizado por el Servicio de Andlisis Elemental,
Cromatografia y Masas de la Universidad de Salamanca. El analisis se realizd en un sistema
ACQUITY UPLC H-Class (Waters) acoplado a un detector UV y un espectrometro de masas de
triple cuadrupolo Xevo TQ-S Micro (Waters). La columna empleada fue ACQUITY UPLC BEH C18
Column, 1,7 um, 2,1x100,0 mm (Waters). Se utilizé el método de elucién en gradiente con

acetonitrilo (10,0-100,0% acetonitrilo en 7 min; flujo de 0,5 mL/min).

MM.11 - Bioinformatica

Bases de datos

Las bases de datos de secuencias génicas y proteicas utilizadas fueron: GenBank® (Benson et al.,
2013), StrepDB’, P2CS® (Ortet et al., 2015), P2RP® (Barakat et al., 2013), UniProt® (Bateman et
al., 2021), STRING* (Szklarczyk et al., 2021), GeneOntology** (Carbon et al., 2021), KEGG®
(Kanehisa et al., 2021) y BioCyc* (Karp et al., 2018). La base de datos de uso de codones utilizada
fue CUTG" (Nakamura et al., 2000). La base de datos de estructuras proteicas utilizada fue RCSB
PDB (Berman et al., 2000). Las bases de datos de compuestos y sus rutas de sintesis (asi como
de los clusteres génicos asociados) utilizadas fueron: PubChem?'’ (Kim et al., 2021), MetaCyc*®

(Caspi et al., 2020) y MIBiG* (Kautsar et al., 2020).

6 https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/ 13 https://www.genome.jp/kegg/

7 http://strepdb.streptomyces.org.uk 14 https://biocyc.org/

8 http://www.p2cs.org/ 15 https://www.kazusa.or.jp/codon/

° http://www.p2rp.org/ 16 https://www.rcsb.org/

10 https://www.uniprot.org/ 7 https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/

n https://string-db.org/ 18 https://metacyc.org/

12 http://geneontology.org/ 19 https://mibig.secondarymetabolites.org/
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MATERIALES Y METODOS

Visualizacién y manipulacién de acidos nucleicos

La visualizacion y manipulacién de secuencias de acidos nucleicos, asi como el disefio de
vectores, se realizd en SnapGene® (Insightful Science). La representacion de moléculas de RNA

se realizd con RNAstructure® (Reuter & Mathews, 2010).

El disefio de oligonucledtidos se realizéd mediante el programa SnapGene?? (Insightful Science) y
la herramienta OligoAnalyzer® (Integrated DNA Technologies). Los oligonucleétidos empleados

en RT-gPCRs fueron disefiados mediante PrimerQuest Tool** (Integrated DNA Technologies).

El disefio de sgRNA para la edicidn gendmica mediante CRISPR-Cas9 se realizé mediante la
herramienta CRISPy*® (Ronda et al., 2014). La busqueda de potenciales sitios de corte

inespecificos (off-targets) se llevé a cabo con Cas-OFFinder®® (Bae et al., 2014).

El procesamiento y analisis de datos obtenidos en las RT-qPCRs se realizé en el programa CFX

Manager™ (Bio-Rad).

La visualizacidon de los alineamientos de las lecturas obtenidas en el analisis transcriptémico por
RNAseq con el genoma de referencia se realizd en Integrative Genomics Viewer? (Robinson et

al., 2011).

El andlisis de promotores para la busqueda de potenciales motivos implicados en la regulacion
de los mismos se realizé mediante las herramientas MEME?® (Bailey & Elkan, 1994) y GLAM2%
(Frith et al., 2008). El analisis de motivos reguladores se realizd mediante las herramientas

FIMO®® (Grant et al., 2011) y TOMTOM?! (Gupta et al., 2007).

La representacidn de circuitos bioldgicos sintéticos se realizd en base al lenguaje visual SBOL*

(Baig et al., 2021).
Visualizacién y manipulacién de proteinas

La visualizacién y manipulacién de secuencias de proteinas se llevé a cabo en SnapGene*?
(Insightful Science). La visualizacion y representacion de estructuras proteicas tridimensionales

se llevd a cabo en UCSF Chimera®* (Pettersen et al., 2004).

20 https://www.snapgene.com/ 28 https://meme-suite.org/meme/tools/meme
21 https://rna.urmc.rochester.edu/GUI/html/StructureEditor.html 29 https://meme-suite.org/meme/tools/glam2
22 https://www.snapgene.com/ 30 https://meme-suite.org/meme/tools/fimo

23 https://eu.idtdna.com/calc/analyzer 31 https://meme-suite.org/meme/tools/tomtom
24 https://eu.idtdna.com/PrimerQuest 32 https://sbolstandard.org/

25 http://staff.biosustain.dtu.dk/laeb/crispy_scoeli/ 33 https://www.snapgene.com/

26 http://www.rgenome.net/cas-offinder/ 34 http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/

27 https://software.broadinstitute.org/software/igv/
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MATERIALES Y METODOS

Anadlisis de secuencias de proteinas

El anélisis de dominios proteicos se realizd con: InterPro (Blum et al., 2021), Pfam3® (Mistry et
al., 2021), SMART* (Letunic et al., 2021) y PROSITE®® (Sigrist et al., 2013). El analisis de la
topologia proteica se llevd a cabo con: TMHMM-2.0*° (Sonnhammer et al., 1998) y Phobius*
(Kall et al., 2004). La prediccion de la estructura secundaria proteica se realizd con: SABLE*

(Adamczak et al., 2005), PSIPRED** (Buchan & Jones, 2019) y Jpred*? (Drozdetskiy et al., 2015).

Los alineamientos para la comparacién de secuencias proteicas se desarrollaron en EMBOSS
Needle** (Madeira et al., 2019), mediante un alineamiento global éptimo de dos secuencias a

través del algoritmo Needleman-Wunsch, aplicando una matriz de sustitucién BLOSUM62.

El analisis filogenético de secuencias proteicas se realizd en MEGA-X* (Kumar et al., 2018). El
analisis de la relacion de AbrB1 y reguladores implicados en la resistencia a vancomicina se llevé
a cabo mediante el método de maxima verosimilitud aplicando el Modelo Le Gascuel (Le &
Gascuel, 2008). El drbol filogenético inicial para la busqueda heuristica se obtuvo
automaticamente aplicando los algoritmos neighbor-join y BioNJ a una matriz de distancias por
pares estimadas utilizando el modelo JTT. Una distribucién Gamma discreta se utilizd para
modelizar las diferencias de tasas evolutivas entre los sitios. Se realizd un test Bootstrap con

1000 réplicas para evaluar la fiabilidad de los arboles generados.
Modelizacion estructural de proteinas y analisis

Se llevd a cabo la modelizacion estructural por homologia del regulador AbrB1 mediante SWISS-
Model*® (Waterhouse et al., 2018). Como molde para la modelizacién del regulador AbrB1 se
utilizaron las estructuras de VraR, en el caso del regulador inactivo se empled la estructura 4GVP,
mientras que en el caso del regulador activo se empled la estructura 4IF4. Los modelos
estructurales obtenidos se refinaron y optimizaron mediante GalaxyRefine2* (Lee et al., 2019).

La evaluacién de calidad de los modelos se realizé con MolProbity*® (Williams et al., 2018).

La comparacién de estructuras tridimensionales se realizé con FATCAT® (Li, Jaroszewski, et al.,

2020).

35 https://www.ebi.ac.uk/interpro/ 43 http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4/

36 http://pfam.xfam.org/ 44 https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/
37 https://smart.embl.de/ 45 https://www.megasoftware.net/

38 https://prosite.expasy.org/ 46 https://swissmodel.expasy.org/

39 https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0 47 https://galaxy.seoklab.org/

40 https://phobius.sbc.su.se/ 48 http://molprobity.biochem.duke.edu/

41 http://sable.cchmc.org/ 49 https://fatcat.godziklab.org/

42 http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred
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MATERIALES Y METODOS

Visualizacién y manipulacién de compuestos quimicos

La visualizacién y manipulacién de compuestos quimicos se llevé a cabo en MarvinSketch>®

(Chemaxon).

Visualizacién y manipulacién de redes

La visualizaciéon y manipulacién de redes de interacciones biomoleculares se llevd a cabo en

Cytoscape®! (Shannon et al., 2003).

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron en el programa SPSS Statistics (IBM). Para la comparacion
de varianzas se aplicé la Prueba de Levene. Para la comparacion de medias se aplico la Prueba T

para muestras independientes.

El andlisis de componentes principales de las muestras de RNAseq se realizé mediante RJSplot>?

(Barrios & Prieto, 2018) en el software RaNA-Seq (Prieto & Barrios, 2020).

Procesamiento y andlisis de imagenes

Las fotografias realizadas durante los ensayos se procesaron con Adobe Photoshop Lightroom>3

(Adobe). El andlisis de las imagenes se realizd en Images®* (Schneider et al., 2012).

Para la visualizacién y procesamiento de las imagenes obtenidas de los geles de agarosa se utilizd
el programa Quantity One (Bio-Rad).
Ofimatica

El trabajo ofimatico se realizé con el paquete Microsoft Office 365°° (Microsoft), Inkscape®® 'y
Adobe Acrobat DC?” (Adobe). La gestién de la bibliografia se llevd a cabo con Mendeley®

(Elsevier); se ha utilizado el estilo APA 72 Edicidn.

50 https://chemaxon.com/products/marvin 54 https://imagej.nih.gov/ij/

51 https://cytoscape.org/ 35 https://www.microsoft.com/es-es/microsoft-365
52 https://rjsplot.usal.es/rjsplot.html 56 https://inkscape.org/

53 https://www.adobe.com/es/products/photoshop-lightroom 37 https://www.adobe.com/es/acrobat.html

58 https://www.mendeley.com/
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ANEXOS

Anexo l. Sistemas de Dos Componentes de Streptomyces coelicolor

TCS completos en S. coelicolor:

$C00203 OsdK / DevS | Clasica $C00204 OsdR / DevR  NarL RR-HK
5C00422 - Clasica 5C00421 - NarL HK-RR
SCO0551 - Clasica SCO0552 - OmpR RR-HK
5C01071 - Clasica S$C01070 - NarL HK-RR
SCO01137 - Clasica SC01136 - IcIR HK-RR
SC01259 - Clasica 5C01260 - NarL HK-RR
SCO01369 - Clasica SC01370 - NarL HK-RR
SCO01744 AbrAl Clasica SCO01745 AbrA2 NarL HK-RR
SC01802 - Clasica SC01801 - NarlL HK-RR
$C02121 MacS Clasica $C02120 MacR NarL HK-RR
SC02142 - Clasica 5C02143 - OmpR HK-RR
$C02166° AbrB2 Clasica $C02165° AbrB1 NarL HK-RR
SC02215 - Clasica SC02216 - NarlL HK-RR
SC02307 - Clasica SC02308 - NarlL HK-RR
SC02359 - Clasica SC02358 - NarlL HK-RR
SC02518 EcrAl Clasica SC02517 EcrA2 NarL HK-RR
SC02800 - Clasica SC02801 - OmpR RR-HK
SC03012 MtrB Clasica SCO03013 MtrA OmpR RR-HK
SC03062 DraK Clasica SCO3063 DraR OmpR RR-HK
SC03225 AbsA1l Clasica SC03226 AbsA2 NarlL HK-RR
SCO3359 CseC Clasica SCO3358 CseB OmpR RR-HK
SCO3390 SatK Clasica SCO3389 SatR NarlL HK-RR
S$C03589 VanS Clasica $C03590 VanR OmpR RR-HK
$C03639 - Clasica SCO3638 - NarL HK-RR
SC03641 - Clasica SC0O3640 - NarL HK-RR
SCO3654 - Clasica SCO3653 - NarL HK-RR
SCO3740 - Clasica SC03741 - OmpR RR-HK
SCO3757 - Clasica SCO3756 - NarL HK-RR
SC04021 - Clasica SC04020 - OmpR RR-HK
SC04073 Ragk Clasica $C04072 RagR NarlL HK-RR
5C04124 - Clasica SC04123 - NarlL HK-RR
SC04155° CssS Clasica 5$C04156° CssR OmpR RR-HK
SC04229 PhoR Clasica SC04230 PhoP OmpR HK-RR
SC04275 SenS Clasica SC04276 SenR NarL HK-RR
SC04362 - Clasica S5C04363 - NarL HK-RR
SC04667 SitK Clasica SC04668 SitR NarL HK-RR
SC04791 - Clasica SC04792 - NarL HK-RR
SCO4906 AfsQ2 Clasica SC04907 AfsQl OmpR RR-HK
SCO5131 - Clasica SCO5132 - NarlL HK-RR
5C05282 = Clasica SCO5283 - OmpR RR-HK
SCO5378 Chis Clasica SC05377 ChiR NarlL HK-RR
SCO5404 RapA2 Clasica SCO5403 RapAl OmpR RR-HK
SC05435 - Clasica SC05434 - IcIR HK-RR
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Histidina Quinasa (HK) Regulador de Respuesta (RR) Organiz.
Nombre Familia Nombre Familia (5'>3)
SC05454 - Clasica SC0O5455 - NarL HK-RR
SC05683 - Clasica SC05684 - NarL HK-RR
5C05748 OsaA Hibrida S$C05749 OsaB OsaB HK-RR
SC05779 GlukK Clasica SCO5778 GIuR OmpR RR-HK
S$CO5784 = Clasica SCO5785 - NarL HK-RR
5C05824 - Clasica 5C05825 - NarL HK-RR
5C05829 - Clasica 5C05828 - NarL HK-RR
SC05863 CutS Clasica 5C05862 CutR OmpR RR-HK
5€05871 KdepD Clasica 5€05872 KdpE OmpR HK-RR
SCO6139 - Clasica 5C06140 - NarlL HK-RR
SCO6163 - Clasica 5C06162 - NarlL HK-RR
SC06253 - Clasica SC06254 - NarlL HK-RR
SCO6353 - Clasica SC06354 - OmpR RR-HK
SC06362 - Clasica SC06363 - NarlL HK-RR
SC06421 EcrEl Clasica 5C06422 EcrE2 NarL HK-RR
SCO6668 - Clasica SCO6667 - NarlL HK-RR
SCO7076 - Clasica SC07075 - OmpR RR-HK
SCO7089 - Clasica SCO7088 - NarlL HK-RR
SC07231 - Clasica $C07230 - OmpR RR-HK
SC07297 - Clasica SC07298 - TrxB RR-HK
SCO7534 - Clasica SC07533 - OmpR RR-HK
SCO7649 - Clasica SCO7648 - NarlL HK-RR
SCO07711 - Clasica SC07712 - NarlL HK-RR
TCS con organizacion de triada
- SCO0870 - CheY

5€00871 - Clasica SCO0872 - RssB RR-HK-RR
SCO04597 AbrC2 Clasica
SC04598 AbrCl Clasica SCO4596 AbrC3 NarL HK-HK-RR
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Histidina Quinasa huérfana (oHK)

Gene Nombre Familia
SC00211 - Classic
SCO0588 CvnAll Classic
SCO0599 - Classic
SCO0676 - Classic
SC00767 - Classic
SCO00946 - Classic
SCO01160 CvnA3 Classic
SC01217 - Classic
SC01402 CvnA4 Classic
SC01596 OhkA Classic
SC01630 CvnA9 Classic
SC02452 - Classic
SC02879 CvnA12 Classic
SCO3119 - Classic
SC03284 - Classic
SCO3750 - Classic
SC03796 - Classic
SC03948 - Classic
SC04009 - Hybrid
SC04120 - Classic
SC05040 - Classic

Gene Nombre ETNTE]
SCO5104 - Classic
SC05239 Pdtas Classic
SC05289 CvnA5 Classic
SCO5304 - Classic
SCO5460 - Classic
SCO5540 CvnA2 Classic
SC05544 CvnAl Classic
SCO6069 CvnAb6 Classic
SC06268 - Classic
SC06369 - Classic
SC06424 - Classic
SC06484 - Classic
SC06794 CvnA7 Classic
SC06943 CvnA8 Classic
SCO7009 - Classic
SC07220 - Classic
SC07327 - Hybrid
SCO7354 - Classic
SC07422 CvnA10 Classic
SCO7463 CvnAl3 Classic

oRR en S. coelicolor:

Regulador de Respuesta huérfano (oRR)

Regulador de Respuesta huérfano (oRR)

Gene Nombre Familia ‘
SC01220 - LytTR
SCO1654 - NarL
SC02013 PdtaR AmiR
SC02152 - CheY
SC02281 Aorl NarL
SCO3008 OrrA NarL
SC03134 - NarL
SC03144 - NarL
SC03818 - NarlL

Gene Nombre Familia
SC04159 GInR OmpR
SC04201 - RssB
SC04768 BldM NarL
SCO5006 - ATPase
SCO5351 - CheY
SC05881 RedZ NarL
SC06029 Whil NarL
SCO6364 - OmpR
SC06685 RamR NarL
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Anexo Il. Oligonucledtidos empleados

*En la columna Aplicacion, los oligonucleétidos utilizados como cebadores directos son aquellos marcados
con (D), mientras que los utilizados como cebadores reversos son aquellos marcados con (R).

NOMBRE ‘ SECUENCIA (5’ - 3’) APLICACION
SAM-051 ACGCCTACGTAAAAAAAGCA | (R) Construccion del casete sgRNA. El sitio de
CCGACTCGGTGCC restriccién SnaBl estd subrayado.
Secuenciacion del casete sgRNA en los
SAM-056 TCCACACGTGGCACCGCGAT pldsmidos derivados de pCRISPR-Cas9.
Secuenciacion del molde para la recombinacion
SAM-057 AGAGCATCACCGGCCTGTAC | homdéloga introducidos en el sitio Xbal en los
plasmidos derivados de pCRISPR-Cas9.
CTAACGTCTCGAAAGACGAC Secuenciacion del molde para la recombinacion
SAM-058 A homodloga introducidos en el sitio Xbal en los
pldsmidos derivados de pCRISPR-Cas9.
(D) Construccion del casete sgRNA dirigido
SAM-067 gﬁ-;%%gﬁgﬁg:gg contra aerl/BZ.. La secue.ncia guif:\. esta
TAGAAATAGC marcada en cursiva y negrita. El sitio de
restriccion Ncol estd subrayado.
SAM-068 GCAGGACACGGATCGTCATA | (D) Comprobacion del plasmido pCRISPR-sgB.
T TCTAGAGGAGCTTG (D) Construccién del molde de homologia de la
SAM-069 TCCTCGACGGCG region a 5’ de abrB1/B2 para CRISPR. El sitio de
restriccion Xbal esta subrayado.
SAM-070 CCGGCTACCGTAAAAGACCC | (R) Construccién del molde de homologia de la
CTCCGCCCGCGTGTACTGC regién a 5’ de abrB1/B2 para CRISPR.
SAM-071 CAGTACACGCGGGCGGAGGG | (D) Construccion del molde de homologia de la
GTCTTTTACGGTAGCCGGA regién a 3’ de abrB1/B2 para CRISPR.
T T TTCTAGAGTCGGGCA (R) Construccién del molde de homologia de la
SAM-072 AGCTGGAGGACC region a 3’ de abrB1/B2 para CRISPR. El sitio de
restriccion Xbal esta subrayado.
(D) Amplificacion del operén abrB1/B2 bajo su
DSM-002 TATATAAMGCTTCACTCCAC propio promotor. El sitio de restriccién Hindlll
CCTTGGACGGACC
esta subrayado.
R) Amplificacién del ron abrB1/B2 baj
DSM-004 TATATAGAATTCGGCGCCTT Lrlpio Fp))rof’re\‘;tc())r.(:; s(i)t?oe d?a ertricc/ic')n bHel‘:::lISIllJ
GCTTCGC
esta subrayado.
RCD-001 CCCTGGTGGTCGCGGCGTGG | (D) Comprobacién externa de la delecion
TCGGGC gendmica AabrA1/A2 (SCO1744/45).
RCD-002 GCTTCAACGTCCGCACCAGC | (R) Comprobacion externa de la delecién
AGCGGCGCCG gendmica AabrA1/A2 (SCO1744/45).
RCD-003 GTGGCGGCGCTCGTCCCGAC | (D) Comprobacion interna de la delecidn
GGCGC genémica AabrA1/A2 (SCO1744/45).
RCD-004 GCGGGGAGTCGGAGGCGGTC | (R) Comprobacién interna de la delecion
AGCCGGG genémica AabrA1/A2 (SCO1744/45).
RCD-005 ATGATCTTCCGCGCGAAGGC (D) (Eorpprobacién externa de la delecidn
gendmica AabrB1/B2.
RCD-006 GGGTCAGGGTCTCTCTTCTG (R) (:‘on.wprobacién externa de la delecidn
gendmica AabrB1/B2.
RCD-007 GAGGAAGCCGGAGGCCCCGG | (D) Comprobacion interna de la delecion
CCcaC genémica AabrB1/B2.
RCD-008 GCCGCGCCTTCGTGCAGGCC | (R) Comprobacién interna de la delecion
ATCCGGG genémica AabrB1/B2.
RCD-009 GGACAAGGTCGAGAAGAAC (D) RT-gPCR de rpsL (SCO4659)
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NOMBRE ‘ SECUENCIA (5’ - 3’) APLICACION
RCD-010 GAGTTCGGCTTCTTCGG (R) RT-gPCR de rpsL (SCO4659)
RCD-011 CTTCTCCTTCTTGGCGC (R) Amplificacién del gen rpsL (SCO4659)
RCD-015 CCTCGAAGGTGGTCAGTATG | (D) RT-qPCR de abrB1 (SC02165)
RCD-016 ACGTGGTGCTGATGGAC (R) RT-qPCR de abrB1 (SCO2165)
RCD-017 CCTGGATGATGCGGTAGG (D) RT-qPCR de abrB2 (SCO2166)
RCD-018 AACTCGTCGCCACCTTC (R) RT-qPCR de abrB2 (SC02166)
RCD-031 GAGTCCTTCGACGAGATGC | (D) RT-qPCR de bfr (SC0O2113)
RCD-032 GAAGAGCCGCTGGTAGTTC | (R) RT-qPCR de bfr (SC02113)
RCD-045 TCGTGATGATGCTGCAC (D) RT-qPCR de vanJ (SC03592)
RCD-046 CGAACAGACCGAACCAC (R) RT-qPCR de vanJ (SCO3592)
RCD-047 ATGCTGTCCGAGTCCTTC (D) RT-gPCR de SCO7536
RCD-048 CCAGTCCGGTGATCTTCTC (R) RT-gPCR de SC0O7536
RCD-049 TACGTGGCCCTCTACAC (D) RT-qPCR de ecrAl (SCO2518)
RCD-050 TGGGTGTCGACGATGAG (R) RT-qPCR de ecrA1 (SC02518)
RCD-051 GTCATCACGTTCACCTTCC (D) RT-gPCR de redG (SCO5897)
RCD-052 GATGTGCTCGGTGTTCTG (R) RT-qPCR de redG (SCO5897)
RCD-053 TTGTTGCTGCTCATCTCTC (D) RT-gPCR de SCO6440
RCD-054 TCGTCGGGCTTCTTGAC (R) RT-qPCR de SC0O6440
RCD-059 ATATGCTAGCGCTCGGTACC | (D) Amplificacion del promotor ermE*p. El sitio
AGCCCGACCCGAGCACGCGL | de restriccion Nhel esta subrayado.
RCD-060 ATATCATATGTGGGGTCCTC | (R) Amplificacidn del promotor ermE*p. El sitio
CTTGGAGTGGTTCTGTATCC | de restriccién Ndel esté subrayado.
RCD-F-BH2281 ATAGGATCCATGGAACGTGA | (D) Amplificacion del gen aor1. El sitio de
CGTGCGGCCCGCCCTGLG restriccién BamHI esta subrayado.
RCD-R-2281HI AATAAGCTTCTCGAGGTGGC | (R) Amplificacidn del gen aor1. El sitio de
GTGGCGCCCGCGLGTTC restricciéon HindllIl estd subrayado.
RCD-HKASP-01 ATAAGATCTCTAGTGCCTTC | (D) Construccion del casete HKASP (Mddulo 1).
GACGAGATCCCGC El sitio de restriccion Bglll estd subrayado.
RCD-HKASP-02 ATAACTAGTTTTGCTAAACA | (R) Construccion del casete HKASP (Mddulo 1).
ACTTTCAACAGTTTCAGCGG | El sitio de restriccion Spel estd subrayado.
RCD-HKASP-03 ATAACTAGTGTTGTGGGCTG | (D) Construccion del casete HKASP (Mddulo
GACAATCGTG 2.A). El sitio de restriccién Spel estd subrayado.
RCD-HKASP-04 AATCAGCACACGCATTGGTT | (R) Construccion del casete HKASP (Médulo
GCCTCCTTAGCAGGGTGC 2.A).
RCD-HKASP-05 TAAGGAGGCAACCAATGCGT | (D) Construccién del casete HKASP (Médulo
GTGCTGATTGTCGAGGACG 2.B).
RCD-HKASP-06 ATACCTAGGCTATCCACCGT | (R) Construccion del casete HKASP (Médulo
CGCCGCCCaGC 2.B). El sitio de restriccidn Avrll estd subrayado.
(D) Construccién del casete HKASP (Mddulo
RCD-HKASP-07 ATACCTAGGGATATCGCCGA | 2.C). El sitio de restriccion Avrll esta subrayado.
ACAGCGGCGCTTCGCGGLC El sitio de restriccion EcoRV esta doble
subrayado
RCD-HKASP-08 ATAGCTAGCGTCATCCATCT | (R) Construccion del casete HKASP (Médulo
GCACCGCGTCGAGGCGGC 2.C). El sitio de restriccion Nhel estd subrayado.
RCD-HKASP-09 ATAGCTAGCGATACCCGGAG | (D) Construccion del casete HKASP (Médulo 3).
TGCGTGAGCAGGGACAG El sitio de restriccién Nhel esta subrayado.
RCD-HKASP-10 ATAGGATCCCCGAACGCCGC | (R) Construccidn del casete HKASP (Mddulo 3).
AGCGCCGTCAC El sitio de restriccion BamHI esta subrayado.
ATAGGATCCCETCCGCCTEE (D) Consjcr.uccic')n del. ca'slete HKASP (Médulo
RCD-HKASP-11 CTGCTTTTGGCCGG 4.A). El sitio de restriccidon BamHI esta
subrayado.
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SECUENCIA (5’ - 3’)
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APLICACION
(R) Construccion del casete HKASP (Médulo

RCD-HKASP-12 ATACATATGTACGTATACGG | 4.A). El sitio de restriccién Ndel estd subrayado.
CGTCTGCGGACCGGCCGGG El sitio de restriccion SnaBl esta doble
subrayado
RCD-HKASP-13 ATACATATGGCCTCTATTCA | (D) Construccion del casete HKASP (Médulo
AGGCGCCTCGGTGTTGCCG 4.B). El sitio de restriccién Ndel esta subrayado.
RCD-HKASP-14 ATAACTAGTGTCATGGTCCG | (R) Construccion del casete HKASP (Mdodulo
GGTCGGCACCCACGCGG 4.B). El sitio de restriccién Spel esta subrayado.
RCD-HKASP-15 ATAACTAGTGGCGTCAGCTA | (D) Construccion del casete HKASP (Mddulo 5).
CGATGTTCCGGGGACTGC El sitio de restriccién Spel esta subrayado.
RCD-HKASP-16 ATATTTAAAGTCCGCTCCCT | (R) Construccién del casete HKASP (Mdédulo 5).
TCTCTGACGCCGTCCACG El sitio de restriccién Dral esta subrayado.
ATACCTAGGCTATCCACCGT (R) Construccién del casete HKASP (Mddulo
RCD-HKASP-17 cGece 2.AB). El sitio de restriccion Avrll esta
subrayado.
GAAGGCGTTCCACGACCTCT | (D) Construccién del casete HKASP (Mddulo
RCD-HKASP-18 ACGTCC 4.81).
RCD-HKASP-19 CCCGTATGCGCTTTTCGATA | (R) Construccién del casete HKASP (Mddulo
; . TGCTGACGATATATTACC 4.B1).
RCD-HKASP-20 GGTAATATATCGTCAGCATA | (D) Construccion del casete HKASP (Mddulo
; . TCGAAAAGCGCATACGGG 4.B2).
GGACGGTGGATTTCGCGTTG | (R) Construccion del casete HKASP (Médulo
RCD-HKASP-21 cG 4.82).
RCD-HKASP-22 CCAGGGCCAGTACGTCTTCT | (D) Construccién del molde de homologia de la
GGGACACCGACG regién a 5’ de vank para CRISPR.
RCD-HKASP-23 GCTCGGCTGCACGCGCGCCA | (R) Construccion del molde de homologia de la
GGGCCCGCCCATCGGC regién a 5’ de vanK para CRISPR.
RCD-HKASP-24 CGGGCCCTGGCGCGCGTGCA | (D) Construccién del molde de homologia de la
GCCGAGCAGCCGAGCAG regién a 3’ de vanK para CRISPR.
(D) Construccién del casete sgRNA dirigido
RCD-HKASP-26 gﬁ%ﬁgg{gﬁgg contra vanK. La secuencia guia estd marcada en
TAGAAATAGC cursiva y negrita. El sitio de restricciéon Ncol
esta subrayado.
RCD-HKASP-28 ggzgggggz;&gg.ﬁglggc;c Secuenciacion del plasmido HKASP.
RCD-HKASP-29 ggggﬁggﬁﬁé’éggggéGGAA Secuenciacion del plasmido HKASP.
RCD-HKASP-30 gé%géggg#gl$zg$ggAAc Secuenciacion del plasmido HKASP.
RCD-HKASP-31 gg#gégggggggé¥ggGAAG Secuenciacion del plasmido HKASP.
RCD-HKASP-32 ggé’églﬁgégggé’ég%géAG Secuenciacion del plasmido HKASP.
RCD-HKASP-33 gg¥;g£gégg$gg$$§géCA Secuenciacion del plasmido HKASP.
RCD-HKASP-34 ?gggggiﬁ%gﬁgé&cm Secuenciacion del plasmido HKASP.
RCD-HKASP-35 gégggg?ﬁgggzgﬁggCGAc Secuenciacion del plasmido HKASP.
(D) Amplificacién de un fragmento del gen gluk
RCD-HKASP-36 22#%2}?2?%@&%%2 (nt 1-747). El sitio de restriccion Avrll esta
subrayado.
mplificacién de un fragmento del gen glu
ATATACGTACAGAACGTCCT (R) Amplificacion d f del Juk
RCD-HKASP-37 CCACGTGGTCGGCCATCTCG (nt 1-747). El sitio de restriccion SnaBl esta
subrayado.
ATACATATGGCTCAGAATCC | (D) Amplificacion del gen xysA. El sitio de
RCD-HKASP-40 | cCCGGTCGGCGGCC

restriccién Ndel estd subrayado.
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NOMBRE

\ SECUENCIA (5’ > 3')

APLICACION

RCD-HKASP-41 ATATACGTACAGCTTCCTTT | (R) Amplificacion del gen xysA. El sitio de
CGGGCTTTGTTAGCAGCCGG | restriccién SnaBl estd subrayado.
RCD-HKASP-42 ATACATATGCTGCGGCCCGT | (D) Amplificacion del gen gusA. El sitio de
CGAAACCCCGACCCGCG restriccion Ndel estd subrayado.
RCD-HKASP-43 ATATACGTAGCTTATCACTG | (R) Amplificacion del gen gusA. El sitio de
CTTCCCGCCCTGCTGCGGC restriccién SnaBl esta subrayado.
RCD-HKASP-44 TATATCTAGACGCCGTCAAC o 'C'onSt;'u(jCIon dKEI mOIc(j:EIi(I?’:og‘o'ltc')glg e
- i} GCGACGATGATCCTGCTCGC | "€glona s devanft para - £l sitio de
restriccion Xbal esta subrayado.
GAAGCGACGTGGTCGATGAG | Secuenciacion del Mdédulo Reportero
SEQ-HKASP-RMF | cceeeacceace (Plataforma HKASP).
GTCAGACGGCCGCTGAGGGA | Secuenciacion del Médulo Reportero
SEQ-HKASP-RMR | ~cGcgaccAaccccTCC (Plataforma HKASP).
GGATCATCGCCACCGTGCCG | Secuenciacidon del Médulo Sensor (Plataforma
SEQ-HKASP-SMF | cecaTCaGCTACCGE HKASP).
GCGGGCCACGTCGAGGATGG | Secuenciacidon del Mddulo Sensor (Plataforma
SEQ-HKASP-SMR | TTCGAGACGGCCAGC HKASP).
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