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Resumen.

La transicién del metabolismo primario al secundario en especies productoras de antibioticos Streptomyces,
se encuentra correlacionado con la expresion de genes involucrados en la respuesta hacia el estrés
osmotico. Como consecuencia las vias que regulan respuestas especificas hacia el estrés son puntos clave
hacia la manipulacién para incrementar la produccion de antibiéticos. En este trabajo, se investigan genes
que codifican proteinas implicadas en la regulacion de la respuesta hacia el estrés osmotico en Strepromyces
avermitilis, bacteria productora de avermectina. La interrupcion de SAV2511 que codifica a una proteina
de la regulacion de la respuesta y SAV2513 el cual codifica a un multidominio regulador del factor
alternativo sigma (SigB), conduce al incremento en la produccion tanto de avermectina como de
oligomicina por encima del 37% y el 200% respectivamente. De igual manera, la mutacién afecta el
desarrollo morfoldgico bajo condiciones de estrés osmotico, y las mutantes son incapaces de formar
micelio aéreo. La informacion presentada revel6 datos sobre la respuesta regulatoria hacia el estrés, la
cual puede ser considerada en el mejoramiento de las cepas para un mayor rendimiento de estos
metabolitos secundarios. Adicionalmente, se reportan las condiciones de la técnica de biobalistica,

método de introducciéon de DNA, para este tipo de microorganismos.

Palabras clave: Biosintesis de antibioticos, Streptomyces, respuesta al estrés, avermectinas, oligomicina.



Abstract.

The transition from primary to secondary metabolism in antibiotic-producing Streptomyces is
correlated with expression of genes involved in stress responses. Consequently, regulatory pathways
that regulate specific stress responses are potential targets to manipulate to increase antibiotic titres.
In this study, genes encoding key proteins involved in regulation of the osmotic stress response in
Streptomyces avermitilis, the industrial producer of avermectins, are investigated. Disruption of
either 0saBSa, encoding a response regulator protein, and 0saCSa, encoding a multidomain regulator
of the alternative sigma factor SigB, led to increased production of both oligomycin, by up to 200 %,
and avermectin, by up to 37 %. The mutations also conditionally affected morphological
development; under osmotic stress, the mutants were unable to erect an aerial mycelium. The data
reveal that information on stress regulatory responses can be integrated in rational strain
improvement to improve yields of these bioactive secondary metabolites. In addition, the conditions

to DNA delivery into a streptomycete using biolistic are reported.

Keywords: antibiotic biosynthesis, Streptomyces; stress responses; avermectin, oligomycin.
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1. INTRODUCCION

Streptomyces es un género de bacterias que habitan en una gran variedad de ambientes marinos y terrestres
(Kieser ez al. 2000). Su diferenciacién morfologica involucra la formacién de un micelio y esporas,
proceso semejante a los hongos (Talbot 1999; Elliot ef a/. 2004). Esta caracteristica es inica entre las
bacterias Gram positivas, requiriendo un metabolismo especializado y coordinado. Sin embargo, lo mas
sobresaliente es su capacidad para producir metabolitos secundarios usados en la industria y medicina
como antiparasitarios, antitumorales, antifungicos, antivirales, antihipertensivos, antibiticos e
inmunosupresores (Vicente ef al. 2014; Bibb y Mervin 2005; Bulock ¢ al. 1961; 1keda et al. 2014; Burg et
al. 1979; Egerton ez al. 1979). Se ha reportado que ambos procesos (diferenciacién-metabolismo
secundario) se encuentran relacionados (Bibb y Mervin 2005; Sevcikova y Kormanec 2004), en ello se ve
involucrada la expresion de genes, los cuales son generalmente activados en la fase estacionaria (Thomas
et al. 2012). La expresion de estos genes esta controlada por una compleja cascada de mecanismos
regulatorios, lo que determinara el o los metabolitos que se sintetizaran (Ikeda ez a/. 2014). Generalmente
estos genes estan localizados en clusters, grupo de dos o mas genes que estan sometidos a una regulacion
especifica, lo que hace que un determinado metabolito se sintetice en un momento concreto durante el
metabolismo secundario (Ikeda e# /. 2003; Ikeda ez a/. 2014). Sin embargo, existen otros genes fuera del
cluster y que igualmente estan involucrados en la diferenciacién y metabolismo secundario, cuyos
productos tienen un papel importante en la vida del hombre (Ikeda e 2/. 2003). La importancia
econdmica de estos productos ha llevado a ampliar el conocimiento sobre el papel que tienen los genes
en el metabolismo global, logrando avances como el secuenciamiento de genomas completos (Bentley ez
al. 2002; Bekker ez al. 2014). Entre otras investigaciones, el desarrollo de este conocimiento ha permitido
proponer dos mecanismos regulatorios en especies de St#reptomyces: a) cascada piramidal de regulacion, la

cual involucra una via asociada a proteinas reguladoras y b) reguladores globales relacionados a sefiales de
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estrés (Lee et al. 2005; Letunic ef al. 2012). Estos ultimos son frecuentemente sistemas de dos
componentes, los cuales consisten de una proteina sensora y otra de regulacion de la respuesta (de Been
et al. 2011). La importancia de estudiar este sistema, radica en que estd involucrado en el metabolismo
secundario incluyendo el de los antibioticos (de Been ez 2/ 2011). El presente trabajo se enfoca en este
segundo sistema de regulacion, concretamente en el papel que tienen los genes SAL2577 y 4172573 en
la produccién del antiparasitario avermectina y el antitumoral oligomicina, empleando la técnica de

mutagénesis por transposones.

1.1 Aspectos generales de los actinomicetos

Las especies de Streptomyces exhiben un ciclo de vida complejo, el cual involucra la formacién de un
micelio terrestre y un micelio aéreo, con la posterior formaciéon de grupos de esporas (Lamb e al. 2003).
Sin embargo, debido al estilo de vida saprofito de los actinomicetos, estos tienen que sortear diversas
situaciones, siendo de gran relevancia el tener una adecuada concentracion de enzimas extracelulares
capaz de degradar (poner a disposicion) los nutrientes insolubles de su medio ambiente. Esto lo han
logrado desarrollando micelio vegetativo, que les sirve tanto de anclaje, como para captar los nutrientes
necesarios. A su vez, este sistema les impide poder desplazarse a otros nuevos nichos; sin embargo, esto
se compensa mediante el sistema de dispersion por medio de esporas (Ou ef al. 2008) las cuales son
formadas en el llamado micelio aéreo; esto lleva a la colonia a tener una apariencia blanca y
posteriormente un gris oscuro (Elliot ez a/. 2004). El ciclo de vida de los actinomicetos se resume en la

figura 1 (Schauer e al. 1988; Schauer ez a/. 1991).
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Fig. 1
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Fig. 1. Ciclo de vida de Streptomyces coelicolor. A partir de una espora, su germinacion da paso al crecimiento
vegetativo, con la posterior formacion del micelio aéreo; posteriormente se segmentara para formar
compartimentos individuales, finalizando con la formacién de nuevas esporas. (Schauer et al. 1988; Schauer et
al. 1991).

Estos procesos estan altamente regulados e involucran vias metabolicas especificas, siendo uno de estos
ejemplos el de los metabolitos secundarios (Bulock ez a/. 1961). La iniciacién del metabolismo secundario
ocurre cuando la tasa de crecimiento disminuye y es acompafiada por la transicion morfolégica del
micelio vegetativo hacia la formacién de la hifa aérea. La diferenciacién morfoldgica -simultineamente
con la fisiolégica- conduce a la sintesis de una multitud de metabolitos secundarios, muchos de ellos con
importancia en la industria y en medicina (Omura 2001 y Patzer 2010). Ambos procesos estan asociados
en respuesta al estrés del medio ambiente (Sevcikova y Kormanec. 2004). Para captar estos cambios
utilizan una variedad de sistemas, los cuales incluyen: metabolitos secundarios, iones (Fe*) y proteinas
(proteina reguladora del catabolito, CRP); sin embargo, son los sistemas de dos componentes los mas

ampliamente utilizados para la transduccion de las sefiales (Stock e# a/. 2000; Hoch y Silhavy 1995).
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Otro proceso regulatorio es la presencia de elementos de transcripcion denominados factores sigma

(Gruber y Gross 2003).

1.2 Metabolismo secundario. Importancia econémica

No es del todo claro el papel biologico que cumplen los metabolitos secundarios, se ha propuesto la
teorfa que pueden desempefiar un papel de la proteccion de la colonia contra otros microorganismos
invasores cercanos a ella (Waksman y Woodruff 1940) o una alternativa al estrés metabdlico causado por
intermediarios de las diferentes rutas del metabolismo primario (Bulock ez a/. 1961). Sin embargo, sea cual
sea su funcioén, es indiscutible la gran diversidad de metabolitos secundarios de interés industrial, en este
caso aquellos provenientes de actinomicetos se iniciaron con el descubrimiento de la actinomicina
(Schatz et al. 1994) y la estreptomicina (Korn-Wenddisch y Kutzner 1992; Zhang e a/ 2013) esta tltima
usada en el tratamiento de la tuberculosis y dando inicio a la busqueda de antibiéticos producidos por
actinomicetos. Actualmente, es un hecho que los actinomicetos generan aproximadamente dos tercios de
los productos empleados en la medicina humana y veterinaria (Chater y Bibbs 1997). Entre estos se
incluye: antibacterianos, antifingicos, antivirales y antiparasitarios y como ejemplos se cuentan la
higromicina B, destomicina y la paramomicina, respectivamente (Kelley ¢7 /. 1960). Sin embargo, debido
a las demandas actuales ha sido necesario encontrar nuevos compuestos, los cuales tengan una mejor
efectividad y estabilidad, lo que ha llevado a la sintesis de analogos de antibiéticos producidos de manera
natural. LLos avances en nuevas alternativas han sido posibles gracias a detalladas investigaciones
enfocadas hacia la diferenciacién y crecimiento; que como se menciond anteriormente, se encuentran
estrechamente ligadas al comienzo del metabolismo secundario (Chater y Bibbs 1997; Bibb y Mervin.
2005 y Talbot 1999) como es el caso de Streptomyces coelicolor, el cual se ha usado como modelo para

diversos estudios, debido a que el genoma de esta especie ha sido totalmente secuenciado y presenta una
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alta similitud con otros estreptomicetos en relacién con los genes involucrados en la produccion de

metabolitos secundarios (Bentley e /. 2002; Bibb y Mervin. 2005).

1.3 Metabolismo secundario en S. avermitilis. Avermectinas y Oligomicina.

Streptomyces avermitilis produce ocho tipos de avermectinas, de las cuales s6lo dos Bla y B1b son
empleadas en el campo de la medicina y la agricultura, debido a sus propiedades antiparasitarias y
antihelminticas, aunque también se han reportado con actividad antibacteriana y antifingica (Egerton e#
al1979). En particular, la fracciéon Bla tiene la actividad antiparasitaria mas efectiva (Burg e# a/. 1979;
Omura et al. 2001). La ivermectina, un derivado semisintético, es ampliamente usada en el tratamiento de
enfermedades causadas por nematodos endoparasitos como Onchocerca volvulus, la oncocercosis puede
ocasionar la pérdida total de la vision y el gusano es transmitido por una especie de mosca negra (Dadzie
et al. 2002). Para esta enfermedad se ha reportado el uso de la ivermectina (Dadzie e a/. 2002). Asimismo,
se ha reportado su uso en el tratamiento de la fiebre del ganado causada por Boophilus annulatus, esto en el
sur de Texas y norte de México (Miller e# /. 2001). La ivermectina ha venido sustituyendo el uso de
compuestos como el DDT, debido a reportes previos en cuanto a la resistencia de estos vectores a los

compuestos organofosforados (Hemingway y Ranson. 2000).

1.3.1 Mecanismo de accion de las avermectinas

El modo de accién de las avermectinas es modulando los canales y-aminobutiricalcicos (GABA) en las
neuronas de los invertebrados (Sigel y Baur 1987). Esto ocurre cuando el antiparasitario interfiere con el
receptor GABA en los tejidos neuronales de los invertebrados. La estimulaciéon de GABA unido a su
receptor ocasiona la apertura de los canales de iones cloro, lo que impide la transmisiéon del impulso
nervioso hacia las neuronas motoras (Arena ez al. 1991). Los efectos de las avermectinas se ven reflejados

en una paralisis progresiva del organismo hasta su muerte.

14



1.3.2 Caracteristicas del cluster biosintético de avermectina. Sintesis

Los genes involucrados en la produccion de avermectina estan organizados dentro del ¢/uster en una
manera similar a otros policétidos complejos, incluyendo los genes de la eritromicina en Sacchapolyspora
erythraea, y la rifamicina, esto en Streptomyces hygroscopicus (Weber et a/ 1985). La secuencia de nucleétidos
del cluster ha sido determinada, encontrandose 18 ORF's (Open Reading Frame) con una extension de
82 Kb (Yin ez a/2013). La organizacion genética del cluster refleja el acomodo dentro del médulo de la
policétido sintetasa (PKS) (Nguyen e# a/ 2014 e Ikeda ez a/ 2003).

Cuatro ORF’s (aveAl, aveA2, aveA3 y aveA4) codifican para los policétidos multifuncionales,
constituyendo la avermictina policétido sintetasa. Dentro de este cluster aveAl-aveA2 y aveA3-aveA4,
generan los doce médulos de actividad enzimatica responsable de la elongacion de la cadena de
policétidos. Dos ORF: aveC y aveE estan implicados en la modificacién del policétido.

Cortriente arriba, aveD y avel’ codifican a una C5 O-metiltransterasa y una C5-cetoreductasa,
respectivamente, las cuales estan asociadas con la modificacion de los intermediarios de la avermectina.
Corriente abajo se encuentran genes que muestran similitud a los relacionados con la sintesis de la
oleandrosa (aveBlI-aveBVIII) y los genes de la glicosilacion (aveB1) implicados en la biosintesis de los
macroélidos. Se cree que aveR codifica a un regulador positivo en la produccion de avermectinas, ya que
la secuencia polipeptidica traducida muestra similitud significativa con diversas secuencias predictivas por
tener un dominio de union helixc-turn-helix (MacNeil 1988).

La sintesis puede ser dividida en tres estadios: 1) la formacion inicial de una aglicona, 2) la modificacion
de la aglicona inicial para formar la avermectina agliconada, y 3) la glicosilacion de la avermectina
agliconada con un derivado de una oleandrosa. Diversas avermectinas, estructuralmente relacionadas
Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a y B2b pueden ser virtualmente diferenciadas en tres posiciones

dentro de la molécula (Ikeda ez 2/ 2014). Dentro de esta division las fracciones B, son las responsables de
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la principal actividad antiparasitaria, mientras que las fracciones A la actividad es menor (Ikeda ez a/2014).
El comienzo del grupo acil es derivado del catabolismo de 1a isoleucina en los componentes “a” y la
valinato de componentes b” (Ikeda ez 2/ 2014). Después de cada condensacion, una especifica
oxidoreductasa y subsecuentemente una deshidrogenasa pueden reducir el grupo ceto. Cuatro péptidos
adicionales de PKS son los responsables de la actividad enzimatica involucrada en la formacion de la
aglicona inicial (Ikeda ez @/ 2014). Subsecuentemente, la cadena de carbono presenta diversas
modificaciones, incluyendo la formacion de un anillo de furano y la metilacién para formar una lactona
macrociclica (macrélido). En el paso final de la sintesis de la avermectina agliconada, se incorpora un
derivado de la oleandrosa (dioxitimidin difosfato oleandrosa) para formar asi la avermectina (Ikeda ez a/
2014). Las posibilidades de mejoras en su produccion, asi como el desarrollo de derivados semi-sintéticos
que tienen las avermectinas, ha llevado a profundizar el conocimiento sobre su produccion, de tal manera
que se ha secuenciado completamente el cluster biosintético, permitiendo conocer la funcién que tienen

los genes tanto en la producciéon como en mecanismos globales de regulacion (Ikeda ef /. 2003 y Omura

et al 2001)
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Fig. 2. Biosintesis de la avermectina y estructura de los policétidos. Las flechas en blanco indican los genes, las
lineas en negro los modulos y cada circulo representa un dominio enzimético en la elongacion de los
policétidos. AT, aciltransferasa; DH, dihidratasa; KR, -cetoacil-ACP reductasa; KS, B-cetoacil-ACP sintetasa;
TE, tioesterasa. Las flechas curvas indican la elongacion del policétido, hasta la formacion de la avermectina en
sus diferentes compuestos. 2b) Estructura de los compuestos Ay B. Los compuestos B son los principales
responsables de la actividad antiparasitaria (lkeda et al 2014).
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Fig. 3. Biosintesis de la oligomicina C (C12-deoxi oligomicina A). Formacion y prediccion de las estructuras de
las PKSs. Abrevituras y posibles enzimas. ACP, proteina acarreadora de grupos acil. AT, acil transferasa, DH,
dihidratasa, KR B-oxoacil —~ACP reductasa, KS, B-oxoacil-ACP sintetasa, TE, tioesterasa. (lkeda. H et al. 2014).
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1.4 Caracteristicas del cluster biosintético de olisomicina. Sintesis

El cluster biosintético de oligomicina (Fig. 3) incluye siete genes (olmA1 a olmA7), los cuales codifican
polipéptidos multifuncionales del tipo-1 PKSs. Estos genes son responsables de la biosintesis de
oligomicina; juntos codifican 16 grupos homologos de cada médulo catalizando una elongacion
especifica en la cadena del policétido (Xiuping ez a/ 2009).

De un total de 79 sitios constituyentemente activos (es decir, participantes en la elongacion de la cadena
de policétidos), seis son enzimaticamente no funcionales (no participan en la sintesis de la oligomicina),
convirtiéndolo en el sistema enzimatico multifuncional mas complejo identificado hasta el momento
(Ikeda ez @/ 2014). Los genes que constituyen el ¢uster se encuentran organizados como dos juegos de
cinco y dos genes, olmA1l-olmA2-olmA3-olmA6-olmA7 (sav2899-2895) y OlmA4-0olmAS5 (sav2892-2893),
los cuales son convergentemente transcritos (Ikeda ez 2/ 2014). Entre los dos juegos de genes PKS hay un
gene, olmB (sav2894), que codifica a un citocromo P450 monooxigenasa (Lamb e 2/ 2003), catalizando la
hidroxilacién en el C12 de la oligomicina C en la modificacién post-policétido. Dos ORF, olmRI y
olmRII, presentan una funcién reguladora para activar la transcripcion de la oligomicina. Un gen
adyacente codifica a una tioesterasa la cual puede estar implicada en la regulacion del proceso, lo que
previene el incorrecto funcionamiento de la extension de la cadena (Ikeda ez 2/ 2014). Un ORF codifica a

la proteina crotonil-CoA reductasa y se estima estar implicado en el suministro de una unidad de etil-

malonil-CoA (Ikeda ez a/ 2014).

1.4.1 Mecanismo de accion de la olisgomicina.

La oligomicina inhibe a la ATPasa al unirse a la subunidad Fo intetfitiendo el transporte de H' a través
de Fo; los protones no pueden ser devueltos a la mitocondria. Como resultado, la bomba de protones es

incapaz de operar, y el gradiente se torna demasiado fuerte como para ser superado. E1 NADH deja de
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ser oxidado y el ciclo del 4cido citrico deja de operar porque la concentracién de NAD+ cae por debajo

de la concentracién que estas enzimas pueden utilizar. (Xiuping ez a/ 2009).

1.5 Modificaciones a los policétidos.

La naturaleza modular del c/uster de genes del policétido sintetasa tipo I, ha facilitado las investigaciones
combinatorias para generar nuevos compuestos (Chen ez @/ 2010 y Miyamoto ez 2/ 2011). La manipulacién
genética ha probado alterar el numero, contenido y orden de los médulos dentro del custer genético,
resultando en la sintesis de nuevos policétidos (Olano ef @/ 2008 y Cane e al. 1983). Ademas, los médulos
heter6logos han sido expresados cuando son clonados dentro de alternativos c/usters para formar
modulos hibridos de policétidos (Samia ef @/ 2014). Por ejemplo, el médulo de lectura para la policétido
sintetasa de la avermectina ha sustituido a un dominio de lectura normal dentro del c/uster genético de la
eritromicina (Wang y Ochi 2008 y Weber ¢# a/ 1985) demostrandose que la expresion de la enzima hibrida
resulta en la produccién de nuevos analogos de eritromicina (Weber ¢ /1985 y Marsden e a/ 1998).
Otros estudios comparativos son los realizados entre los genomas de S. coelicolory S. avermitilis (Novotna
et a/ 2003 y Zhuo et a/ 2010). Los trabajos sobre la modificacion de policétidos ha permitido el desarrollo

de nuevos farmacos con actividad antitumoral, como el caso de la oligomicina (Xiuping ez 2/ 2009).

1.6 Sistemas de dos componentes

Los sistemas de dos componentes (SDC) usualmente consisten de dos elementos basicos: una proteina
sensora o histidin cinasa (HK) y un regulador de respuesta (RR) afin (Fig. 4) (Ortiz ef a/ 2009 y

Stock ez a/ 2000). E1 SDC esta ampliamente distribuido entre los tres dominios de la vida, Eukaria,
Bacteria y Archea (Kim y Forst, 2001). La proteina sensora utiliza adenosin trifosfato (ATP) para
autofosforilar un residuo conservado de histidina, como respuesta a una sefial especifica (Wei ez a/ 2007).

El grupo fosforilo de alta energfa es transferido a un residuo conservado de aspartato localizado en el
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regulador de la respuesta (RR), provocando la union a genes especificos en el DNA (Stock ez a/ 2000).
Cabe mencionar que este proceso es dentro de una cascada de sefializacién, es decir, involucra mas de un

paso. La Figura 4 resume el proceso.

Fig. 4 5 5
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Fig. 4 Sistema de dos componentes. Presente en actinomicetos, inicia con un estimulo externo (diferencia en la
osmolaridad) lo cual activa el dominio sensor, provocando la fosforilacién del dominio cinasa y la consiguiente
transferencia del grupo fosforilo de alta energia hacia el dominio receptor del regulador de la respuesta; un
segundo dominio (regulador) inicia una respuesta como puede ser un factor de transcripcién hacia una
determinada region del DNA.

1.7 Uso de metodologias. Transposones

El empleo de la mutagénesis por radiaciéon o quimicos, asi como el £nock-out, han sido herramientas
importantes en el estudio de la funcién de los genes en especies de Streptomyces (Kieser et a/ 2000). No
obstante, para lograr mayor conocimiento, ha sido necesario desarrollar nuevas metodologias que
permitan un estudio mas detallado sobre los genes involucrados en los procesos que llevan hacia la

diferenciacién y produccion de metabolitos secundarios, encontrandose una solucién en el uso de
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transposones. Esta técnica permite generar bibliotecas con inserciones e inactivar de manera completa e
incondicional al gen de estudio, ejerce un efecto polar (afecta genes adyacentes) en genes posteriores a
donde se realiza la insercioén (esto en operones) e induce rearreglos del DNA (Kieser ef a/ 2000). Estas
ventajas se ven reflejadas cuando se trabaja con microorganismos que presenten un ciclo de vida
complejo, como es el caso de los estreptomicetos (Kieser e 2/ 2000). La transposicion, es un proceso
donde secciones de DNA son capaces de moverse a través del genoma, a menudo haciendo copias de si
misma (Goryshin ez a/ 1998). Para que este proceso pueda llevarse a cabo, es necesario la presencia de la
enzima transposasa, la cual es también capaz de unirse a sitios especificos del genoma, generando
extremos cohesivos; posteriormente este sitio puede ser nuevamente unido por la enzima DNA ligasa
(http://users.ren.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/T/Transposons.html); esto es capaz de
generar una gran variedad de re-arreglos en el genoma como son las inserciones, inversiones y fusion de
cromosomas (Goryshin ez @/ 1998). Debido a que este proceso juega un papel importante en la evolucién
del genoma, se le han encontrado aplicaciones en diversas areas de la ciencia, lo que ha permitido ampliar
las investigaciones sobre diversas especies de Streptomyces, como es el caso de S. coelicolory S. avermitilis.
Ambos actinomicetos han sido objeto de estudio en varios aspectos, como su secuenciacion (Bentley ez a/
2002) (Ikeda ez a/ 2003), diferenciacién (Elliot y Talbot. 2004) y metabolismo secundario (Bibb. 2005;
Bishop e a/ 2004; Fernandez-Martinez ez a/ 2009; Chen e a/ 2010; de Been e a/ 2011; Ikeda y Omura

2014).

1.8 Antecedentes

Desde la secuenciacion del genoma de Streptomyces coelicolor a la fecha, se han venido realizando avances
sobre la comprension del metabolismo en actinomicetos (Bentley ez o/ 2002). Diferentes especies de
actinomicetos poseen los genomas mas grandes entre los procariotas, posiblemente reflejando su

capacidad para adaptarse a las variantes condiciones de su medio ambiente; en consecuencia poseen una
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capacidad importante de regulacion (de Been ez a/ 2011). En . coelicolor, un total de 965 proteinas tienen
propiedades de regulacion incluyendo 85 sensores de cinasa y 79 reguladores de respuesta (Bentley e# a/
2002). La secuenciacion en Streptomyces avermitilis (Ikeda. H ef al. 2003) ha permitido encontrar genes que
codifican para SDC, reportandose 67 HK y 68 RR (Wei ez @/ 2007). El gran nimero de SDC en especies
de Streptomyces parece reflejar cierta capacidad para responder en una amplia variedad de estimulos
ambientales y cambios en sus habitats naturales (Ortiz y Groves 2009), su estudio ha permitido revelar
aspectos importantes en la regulacion de la diferenciacion y produccién de metabolitos secundarios. Se
ha reportado en S. coelicolor un SDC, denominado osaABC (Bishop e 2/ 2004) el cual esta involucrado en
la diferenciaciéon y metabolismo secundario; la interrupcion de los genes osaB y 0saC tienen como
consecuencia la obtenciéon de mutantes con incapacidad para formar micelio aéreo en medio con
osmolito (MgCl 200 uM), morfologia conocida como bald (“calva”) (Bishop ef @/ 2004). Una
caracteristica particular reportada para osaC es la incapacidad de restaurar la mutaciéon cuando se
complementa con el gen sin interrumpir (Fernandez-Martinez ef @/ 2009). Adicionalmente, se ha
reportado que osaC esta bajo la regulacion de otro sistema denominado factor sigma; la interaccion del
complejo SDC-Factor sigma (6F) tiene un papel crucial en la regulacion de la diferenciacion y
produccion de metabolitos secundarios (Fernandez-Martinez ef a/ 2009). En el presente trabajo, se
propuso buscar en S. avermitilis genes con similitud a gsaB y 05saC, siendo los genes SAV2511 y SAV2513
los que presentaron una similitud del 91% y del 89% respectivamente, a nivel de traduccién. Se ha
reportado que la funcién de SAV2511 es la de un regulador de la respuesta, mientras que la funcién de
SAV2513 es la de una proteina reguladora de la 6smosis. La obtencion del par de genes, fue a partir del
césmido CLL-236-G10. La funcién de ambos genes los enfoca hacia la importancia que podrian tener en

la regulacion del metabolismo secundario.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como ya se menciond, es bien sabida la importancia de ciertos metabolitos desde un punto de vista
aplicado, tal es el caso de las avermectinas, sin embargo, la mayor parte del conocimiento ha sido
generado en actinomicetos como Streptomyces coelicolor, el cual no tiene aplicacion industrial, por lo que
resulta importante llevar a cabo investigaciones que permitan extrapolar todo este conocimiento
generado a microorganismos de verdadero interés industrial. Con esta base y los analisis comparativos
que se han realizado entre los genomas de . coelicolory S. avermitilis, se realiz6 una busqueda de posibles
equivalencias de genes involucrados en la produccién de metabolitos secundarios, tomando como
referencia a S. coelicolor y llevando este conocimiento a S. avermitilis, se encontraron dos genes: SAL2571 y
SALV 2573, posiblemente equivalentes a los genes 05aB y 0saC en §. coelicolor. La similitud presentada fue
del 91% y del 89% respectivamente a nivel de proteina. Con base en la informacién presentada la
interrupcion de los genes SALV2571 y $.A172573 probablemente dara como resultado la obtencion de
cepas con cambios morfolégicos y en el metabolismo secundario (avermectinas y oligomicina). La
evaluacion de estas caracteristicas se podra determinar mediante técnicas de bioensayos y HPLC

empleando la interrupcién mediante transposones.
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4. HIPOTESIS

“Conociendo que el segmento SCO5749 (que contiene los genes osaB y 0saC) esta involucrado en la
producciéon de metabolitos secundarios en . coelicolor, y que existen genes en S. avermitilis con un alto
grado de similitud (91%), la disrupcién génica de estos ultimos tendra como consecuencia una alteracion

en la produccion de avermectinas y oligomicina, asi como cambios en su morfologia”
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar silos genes SA172577 y $.A4172573 estan involucrados tanto en la diferenciaciéon como en

la produccion de avermectinas y oligomicina en S. avermitilis

OBJETIVOS ESPECIFICOS.
e Montar el método de cuantificacién de avermectinas y oligomicina por bioensayo y HPLC.
e EHvaluar el método de biobalistica, como alternativa en la introduccién de DNA a la célula.

e Determinar el efecto de la interrupcion de los genes SALV2577 y SA172573 sobre la

diferenciacion en condiciones de estrés osmotico y sin estrés osmotico

e Determinar si la interrupcion de los genes SA12571 y $.A172573 similares a 0saB y 05aC,

incrementan la producciéon de avermectinas y oligomicina
e Comparar la producciéon de avermectinas y oligomicina en cepas mutadas y silvestres

e Proponer un mecanismo global de regulacién involucrando los genes SA12577 y $A172573
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5. MATERIALES Y METODO

Se usé la cepa S. avermitilis ATCC 12804, la cual se sembré en agar SFM (Harina de soya 20 g, Manitol 20

g, agar 15 g, H,O corriente* 1000 ml, pH 6.9) a 30°C por 5 dias, se rasparon las esporas y se mantuvieron

en glicerol al 20% a -20°C. Bajo estas condiciones las esporas se mantienen viables por 3 meses.

Tabla 1. Cepas y plasmidos usados.

Plasmido Caracteristica Referencia
pMEG 3.9 kb kanamicinaR Fernandez-Martinez e a/ 2009
pQM5062 6.5 kb, apramicinaR Bishop ez a/ 2004
Tn5062 3.4 Kb, Transposon Bishop et al 2004
CL-236-G10 46 Kb, césmido que contiene los genes SAV2511 y SAV2513. http://avermitilis.Is.kitasato-
AmpicilinaR w.ac.jp/
pMBSal 9 Kb, pMEG con el gen SAV2511 clonado. KanamicinaR Este trabajo
pMBSa2L. 6 kb, subclonado en pMEG a partir del fragmento digerido con Este trabajo
Kpnl. KanamicinaR
pMBTn2 9Kb, insercién del transposon Tn5062 dentro del gen SAV2511, | Este trabajo
en el sitio unico Aatll. ApramicinaR
pMCSa 6 Kb, pMEG con la clonacién del producto de PCR para el gen Este trabajo
SAV2513. KanamicinaR
pMCTnl 6 Kb, Insercion del transposon Tn5062 en el gen SAV2513 en el | Este trabajo
sitio unico EcoRV. ApramicinaR
Cepas Caracteristica Referencia
S. avermitilis 12804 Cepa tipo. Aberdeen, UK Pitman ez a/ 2002
E. coli ET12567 dam13:Tn9 dem6 hsdM hsdR recF143 16 2jj201:Tn10 galK2 Vanisch-Perron ¢t al 1985
0alT22 ara14 lacY1 xyl5leuBG6 thil tonA31 rpsL.136 hisG4 tsx78 | oo meronaa
mtli glnV44.
E. coli JM109 F traD36 proA+B+ laclq (lacZ)M15/ (lac-proAB) glnV44 ¢14 Yanisch-Perron ef a/ 1985
gyrA96 recAl relAlendAl thi hsdR17
Aspergillus niger A10 Cepa productora de acido citrico. Sensible a oligomicina Acuna ¢f a/ 1995

*Para el caso que el agua corriente tenga muchas sales, se emplea la mitad de agua corriente y la
mitad de agua destilada. Las cantidades pueden variar dependiendo si hay o no esporulacion.
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5.1. Medios de cultivo v soluciones

SFM

Harina de soya...20 g (Flor y vida®)
Manitol............ 20 g (J. L Baker)
Agar............... 15 g (Bioxon)

H>O de la llave*...1000 ml
*Para el caso que tenga muchas sales, se emplea la mitad de agua de la llave y la mitad de agua destilada.
Las cantidades pueden variar dependiendo si hay o no esporulacion.

LB
Extracto de levadura... 2.5 g (Bioxon)
Triptona.....................5 g (Difco)

Cloruro de sodio...... 2.5 g (J. L Baker)
H>O destilada. .....1000 ml

2XYT

Extracto de levadura...10 g (Bioxon)
Triptona............... 10 g (Difco)
NaCl...........ooon. 5 g (J. L Baker)
H,O destilada............. 1000 ml

Medio de semilla (Avermectinas)
Extracto de levadura...... 5 g (Bioxon)
Glucosa..........ccoueee. 20 g (J. L Baker)
Harina de soya............ 15 g (Flor y vida®)
H>O destilada............ 1000 ml

Medio de produccién (Avermectinas)
Extracto de estigmas de maiz... 3 g (Marca libre)

Glucosa........cooovviiiiii, 70 g (J. L Baker)
Harina de soya..................... 12 g (Flor y vida®)
Extracto de levadura............... 3 g (Bioxon)
Tiza o @is...ccoovviiiiiiiiiinn. 4.5 g (Marca libre)
KoHPOy . oo 0.3 g (J. L Baker)
H>O destilada..............ooooeel 1000 ml
Medio fi (9)

MgSO47THO. .o, 0.5 g (J. L Baker)
CaCl2H O, 0.7 g (J. L Baker)
Glucosa........coooeviiininnn. 10 g (J. L Baker)
Triptona...........cooevvvennn. 5 g (Difco)

Extracto de levadura......5 g (Bioxon)

Lab Lemco Powder®......... 5¢

H,O destilada............... 1000 ml
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Medio de produccion de Oligomicina (AP-5)

Acido L-Glutimico............ 0.6 g (Sigma)
FeSOy7TH,O......0.01 g (J. I Baker)
Almidoén de Maiz............ 80 g (J. L Baker)

Extracto de levadura......5 g (Bioxon)
CaCO:s.....7 g (J. L Baker)
MgSO4+7H0......1 g (J. L Baker)
K,HPO......1 g (J. L Baker)

HO destilada............... 1000 ml

Solucion de metales traza
ZnClo.ooooiiiii, 20 mg (J. L Baker)
FeSO47H0......20 mg (J. L Baker)
MnCl4H>0......20 mg (J. L. Baker)

H2O destilada............... 1000 ml
Solucién 20x SSC

NaCl.........oooin 173.3 g (J. L Baker)
Citrato de sodio ......... 88.2 g (J. L Baker)
H,O destilada............ 800 mlml

Ajustar a pH 7.0

Solucién de pre-hibridacion

20x SSC............. 10 ml
Formol............... 20 ml (Sigma)
H>O destilada....... 9.6 ml
Laurilsarcosina al 10%... 0.4 ml (Sigma)
SDS al 10%....cccueuuee 80 ul (Sigma)
Blocking powder®....... 2¢g

Disolver todo a 60°C

Regulador de Desnaturalizacion
NaOH............ 40 ¢ (J. L Baker)
NaCl.............. 175.3 g (J. L Baker)

Regulador de neutralizacion
TRIS...... 242.2 g (J. L Baker)
NaCl............ 175.2 g (J. L. Baker)
H,O destilada....... 1.6L
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Soluciéon de Apramicina
Sulfato de Apramicina (Sigma®) ...100 mg
H>O destilada............... 1 ml

Solucién de Kanamicina
Sulfato de kanamicina (Sigma®) ...25 mg
H>O destilada............... 1ml

Solucién de Espectinomicina
Dicloruro de Espectinomicina (Sigma®) ...100 mg
H>O destilada............... 10 ml

Solucién de Higromicina

Higromicina B (Sigma®) ...100 mg
H>O destilada............... 10 ml

5.2. Aislamiento v amplificacion de los genes de interés

Se aislaron los genes SAV2511 y SAV2513 del genoma de S. avermitilis y del cosmido CL-236-G10
(obtenido a partir de la biblioteca genémica usada en la secuenciacion de S. avermitilis) respectivamente,

mediante amplificacién por PCR ocupando los oligos con la siguiente secuencia:

SAV2511 (sentido) 5-TGA ATT CCA GAT TCG ACC AGG TAC CCG-¥

SAV2511 (antisentido) 5-TTC TAG ACT GTA TTT GCC GCT GCA CC-3

SAV2511 (sentido) 5- CGT CCA TGC CCG GCA TCT GGA CGT-3’ (Comprobar mutacion)
SAV2513 (sentido) 5-TGA ATT CTT CCA CGA ACC GGA CAT ACC-3

SAV2513 (antisentido) 5- TTC TAG ATA CCT CCA GCT CCG TCT CGT -¥

SAV2513 (sentido) 5- ATC CCG AAC GCG AGA TCC CCC TCC AGG-3’ (Comprobar mutacion)
El c6smido se obtuvo a partir de la biblioteca genémica usada durante la secuenciacion de S. avermitilis
Estos se diluyeron hasta una concentracién de 10 pmol/ml y se realizé el PCR bajo las siguientes

condiciones y por duplicado para cada reaccion.
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DNA total Cosmido CL-236-G10
DNA 1l 1 ul
10X REGULADOR (tris-HCL, pH 7.4) | 5 ul 5ul
OLIGO 1 (sentido) 3 ul (10 pmol/ml) | 3 ul (10 pmol/ml)
OLIGO 2 (antisentido) 3 ul (10 pmol/ml) | 3 ul (10 pmol/ml)
INTP’s 4ul 25 mMol) | 4 ul (2.5 mMol)
Enzima 5U (5000 U/ml) | 5 U (5000 U/ml)
H20 33l 33 pl

Posteriormente se verificaron por medio de una electroforesis en gel de agarosa y se seleccionaron los
productos amplificados correspondientes a SAV2513, tanto del DNA total, como del Césmido y se
procedi6 a limpiarlos mediante el Kit Clean PCR products (Promega®). Para SAV2511 se obtuvo a partir

de la digestion del césmido.

5.2.1 Clonacion de SAV2513 en pME6

Esto se realizo, digiriendo el producto de amplificaciéon de SAV2513 y pMEG con las enzimas EcwRI 'y
Xbal, posteriormente se ligaron y se electropord en células electrocompetente de E. co/z JM109
(Sambrook J ez al. 1989), se purifico y se obtuvo el vector de nombre pMCSal, con la caracteristica de
tener dentro del gen un sitio unico para la enzima EwR]. Se digirié con esta enzima y se insert6 en el
sitio el transposon Tn5062 (ApramicinaR), obteniéndose un nuevo vector de nombre pMCTn2. Este

procedimiento se resume en las siguientes figuras.
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[
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Fig. 6 Amplificacién por PCR para el gen SAV2513. Del producto de PCR, se realiz6 la digestion

del fragmento con las enzimas EcoRI/Xbal.
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Fig. 7 Insercion del fragmento EcoRI/Xbal en pMEG. El plasmido pMEG se traté con las
enzimas EcoRI/Xbaly se realiz6 la ligacion del fragmento con el plasmido, obteniéndose el

vector pMCSal

pMCTnl

9466bp

SAV2513 Tn5062

EcoRV (5119)

Fig. 8 Obtencion del vector pMCTnl. Se realiz6 la digestion de plasmido pMCSal con EcoRVy

se insert6 el trasposén Tn5062 en el sitio EcoRV.
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5.2.2 Clonacion de SAV2511 en pME6

Esta se realizo, a partir del cosmido CL-236-G10, mediante la digestién con las enzimas EcwRI y Bg/ll;
simultaneamente se digirié con las mismas enzimas pMEG, se ligaron y se electroporaron en células
electrocompetentes de E. co/i JM109, se purifico y se obtuvo un nuevo vector de nombre pMBSal, el
cual se digiri6 con la enzima Kpzul, con el propédsito de acortar el tamafio del vector. Por otra parte se
digiri6 pMEG con Kpzl, se ligaron, se electroporé y se purifico, obteniéndose el nuevo vector de nombre
pMBSaZ2L, con la caracteristica de tener en el gen el sitio de corte Aarll; se digirid con esta enzima, se
realiz6 una digestion con la enzima T4 DNA polimerasa (para dejar extremos romos) y se inserto el
transposon Tn5062 (ApramicinaR). De esta manera se obtuvo el nuevo vector pMBTn2, producto de la

insercion del transposon en el sitio Aazll. Las siguientes figuras resumen el procedimiento:

Bglll (12634)
BamHI (21959) EcoRV (35814)
EcoRI (3275) Xhol (9893 EcoRI (21123) Xhol (38349)
BamHI (3481) BamHI (35492) Belll (42596)
Ndel (322 BamHI (20608) Xhol (38815) g

BamHI (6855)

Bglll (39461)
EcoRV (43689)
Xhol (249)

coRI (43716)

/3g111 33140
‘ ¢

1 46534
4000bp /
— Xhol (16938)

cosmid CL 236 G10  xnor (29885) BamHI (29959)

Fig. 9 Ubicacion de SAV2511 en el cosmido CL-236-G10. Se realiz6 la digestion del cosmido con

las enzimas EcoRI/Bglll, obteniéndose el fragmento (9236 pb) con el gen SAV2511.
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Kpnl (244)

SAV2511

pMBSal
13144bp

Kpnl (3544)

Fig. 10 Obtencion de pMBSal. Se insert6 el fragmento EcoRI/Bglll en pMEG6, previamente

digerido con BamHI/EcoRI.

Aatll (1241)

N

SAV2511

Aatll (1241)
SAV2511

pMBTn2

pMBSa2L

7214bp
10656bp

Tn5062

Fig. 11 Obtencion de pMBSa2L y pMBTn2. El vector obtenido (pMBSal) fue acortado, por lo
que pMBSal fue digerido con Kpnly subclonado en pMEG. El sitio Aatll se us6 para insertar el

transpos6n Tn5062, obteniéndose de esta forma el vector pMBTn2
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5.3 Introduccion de los plasmidos pMBTn2 vy pMCTnl1 en la cepa parental de S. avermitilis.

5.3 1. Transformacion de E. coli.

Se descongel6 una alicuota de células electrocompetentes JM109 (40 ul) (Sambrook ez a/ 1989) en un
bafio de hielo y agua y se mezcl6 con 3 ul de cada respectivo vector. La mezcla se transfirié a una celda
de electroporacién —previamente enfriada- se dio un choque eléctrico en un electroporador Eppendorf ®
2510 con una intensidad y duraciéon de 2500V y 5 milisegundos, respectivamente (Sambrook | e al.
1989); (Yanisch-Perron ez a/ 1985). Rapidamente se afiadié 1 ml de medio LB (Triptona 5 g, Extracto de
levadura 2.5 g, Cloruro de sodio2.5 g, H,O destilada 1000 ml) y se mezclé. Finalmente se sembraron 100
ul en placas de medio 2XY'T (triptona 10 g, extracto de levadura 10 g, NaCl 5 g, H>O destilada 1000ml)
con el respectivo antibidtico de seleccién (ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o apramicina). Se

incubaron a 37°C por toda la noche (Sambrook ez a/ 1989).

5.3.2 Conjugacion.

Como primer paso de la técnica se electropord la cepa ET de E. co/i con pMBTn2 (Sambrook ez a/ 1989)
(Flett ez a/ 1997) se sembrd en LB-apramicina-cloranfenicol, dejandola en crecimiento toda la noche. Al
siguiente dfa, se selecciond una colonia, se sembré en medio liquido LB-apramicina y se dejé crecer hasta
alcanzar una densidad 6ptica de 0.4 a 0.6 (250 nm), se centrifugd a 1300 g por 5 minutos para tener un
concentrado celular, se mezclaron con una suspension de esporas (1x10° de S. avermitilis y se sembraron
en medio SEFM-MgCl, por espacio de 16 horas -tiempo requerido para llevarse a cabo la conjugacion- al
término de las cuales se le agregd una solucién de acido nalidixico-apramicina (el primero para inhibir a
E. coli y el segundo para seleccionar colonias de S. avermitilis que hubieran captado el gen con la
resistencia a Apramicina), se dejo crecer por 3 dias, se esperd a que esporularan y se procedio a realizar
una segunda seleccién, la cual consistié en sembrar las colonias en forma separada en medio LB-

kanamicina y LB-apramicina; en el primer medio creceran solo las que tuvieron un solo
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entrecruzamiento, es decir llevan los genes de resistencia a kanamicina y apramicina, mientras que de
haber un doble entrecruzamiento, solo llevaran el gen de resistencia a apramicina, y por lo tanto seran las

de interés. De esta manera, se seleccionaron 6 colonias con las caracteristicas antes mencionadas.

5.2.3 Biobalistica

Se cultivo S. avermitilis en medio 2xY'T liquido durante 3 dias, a 30 C y 250 rpm, se sembré en medio
SFM-sorbitol (0.75 M) y se extendié por toda la superficie de la caja de Petri, de tal manera que se forme
un césped; se dejo secar por espacio de 2 horas. Por otra parte se prepararon los componentes para el

biobombardeo.

5.2.3.1 Preparacion de los microcarries.

Se pesaron 30 mg de microparticulas de tugsteno en un tubo de 1.5 ml, se le adicionaron 1 ml de etanol al
70% y se agitaron vigorosamente (con vortex) de 3 a 5 min. Se dejaron las microparticulas en etanol por
15 min y se recuperd el pellet centrifugando a 1300 g por 5 sec. Se descarté el sobrenadante y se agregd 1
ml de agua estéril, se agitaron vigorosamente durant 1 min, se dejaron en reposo otro minuto y se
centrifugaron durante 5 seg para recuperar el pellet; se descartd el sobrenadante. Se repiti6 el lavado con
agua destilada y estéril por tres veces. Finalmente se agregaron 500 pl de glicerol al 50%, estéril. De esta

manera las microparticulas pueden ser almacenadas hasta por dos semanas a -20°C

5.2.3.2 Revestimiento de los microcarriers de tungsteno con DNA

Su preparacion es para 6 bombardeos. A lo largo del procedimiento es muy importante agitar
continuamente. Se agitaron vigorosamente las particulas en glicerol para disgregar aglomerados y se tomo
una alicuta de 50 pl de microcarriers de tungsteno a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y con agitacion

continua se agrego en el siguiente orden:
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- 5 uL de DNA (1pg/ul)
- 50 ul. de CaCl, 2.5 M

- 20 pL. de espermidina 0.1 M (grado cultivo celular)

Se continué agitando por 2 o 3 min, se dejé en reposo 1 min y se recupero el pellet centrifugando por 5
segundos se descart6 el sobrenadante y se le adicionaron 140 ul de etanol al 70% (grado HPLC), se
removi6 el etanol decantando y se agregaron 140 pl de etanol al 100% (grado HPLC); nuevamente se
removio el etanol y se agregaron 48 ul de etanol al 100%. Se resuspendio el pellet primero por agitacion

manual y luego con vortex a baja velocidad por 2 0 3 s.

5.2.4.3 Bombardeo

Se seleccionaron y ajustaron las distancias del bombardeo, siendo de 6 y 9 cm, asi como la presion de
Helio en 1200 psi (200 psi en exceso para tener la presion de ruptura). Se colocaron 6 pl de los
microcarriers revestidos con los plasmidos pMBTn2 y pMCTn1 en el macrocarrier (previamente esterilizado
con etanol al 70%) y se enroscé con el zacrocarrier holder, se colocé dentro de una caja de Petri con CaCl,
y se dejaron secar. Se encendid el equipo (previamente sanitizado con etanol al 70%) y se colocé el disco
de ruptura (esterilizado con isopropanol al 70%) dentro del retaining cap, se fij6 al final del tubo de
aceleracion de gas y se apret6 todo el sistema. Aparte se coloco el acrocarrier'y el stopping screen dentro del
microcarvier launch assembly. Se colocaron este y las cajas de Petri previamente sembradas en sus respectivos
sitios del aparato y se cerro la puerta. Se realiz6 el vacio al nivel establecido (minimo 5 pulgadas de
mercurio) y se bombardeo la muestra manteniendo el botén FIRE continuamente presionado hasta que
el disco de ruptura estallo y el nivel de presiéon de Helio bajo a cero, se liber6 el vacio y se removieron las

cajas de Petri de la camara. Se incubaron a 30 °C por espacio de 16 h y se agregd el antibiético de
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seleccion (apramicina 100 mg/mL). Se dej6 en incubacién con las mismas condiciones por 7 dias. Se

seleccionaron 6 colonias con fenotipo de interés.

5.3. Determinacion de la interrupcion de SAV2511 v SAV2513.

Para ambos genes se realiz6 la amplificacion por PCR bajo las condiciones descritas previamente. Para
SAV2511 adicionalmente se realizé hibridacion por Southern Blot. Los controles fueron los plasmidos

pMBTn2 (digerido con Xhol/Xbal) y pMCTnl (digerido con EcoRI/Xbal)

5.3.1 Hibridacion Southern Blot.

Se aisl6 DNA de 6 colonias, se realizo electroforesis, se le removié el exceso de agarosa y se midieron sus
dimensiones con el propédsito de tener una menor superficie y emplear menos reactivo. Como sonda se
utiliz6 el transposén Tn 5062.
Desnaturalizacion (Ver secciéon “Medios de cultivo y Soluciones”)
1. Se cubri6 el gel con la soluciéon de desnaturalizacion y se agit6 en plataforma oscilatoria por 15
minutos.
2. Se decant6 y se repitid esta accion
3. Se decantd y se lavo dos veces con agua destilada
Neutralizacion.
1. Se cubri6 el gel con el regulador de neutralizacion, agitando por 20 minutos. Pasados 10 minutos
se sumergi6 la membrana de nitrocelulosa en agua destilada*.
2. Se decant6 y se repitio.
Preparacion del sistema.

1. Se corté al tamafio:

e (a) Membrana de Nitrocelulosa.
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2.

3.

4.
Blotting.

1.

4.

5.

o (b) Papel filtro Whatman® (0.5 cm mas grande que el gel).

e (c) Mascara (0.5 mas pequena que el gel)
* Se sumergi6 la membrana en agua destilada por 20 min (10 de los cuales ya pasaron)
Se sumergi6 la membrana y el papel Whatman® en solucién 10x SSC por 10 min.

Se sumergi6 la esponja en 10x SSC.

Se preparé la cimara de hibridacién, siguiendo el siguiente orden: el papel Whatman® (en el
fondo), la membrana, la mascara, el gel y finalmente la esponja. Se mantuvo la esponja saturada
de solucién 10x SSC, hasta que dejara de gotear.

Se conecto la bomba y se ajusté a una presion de 75 mm de Hg por una hora.

Se apagd la bomba, se secd con papel filtro la membrana y se lavo la camara con agua corriente
caliente (Aproximadamente a 50° C).

Se sec6 la membrana a temperatura ambiente.

Se paso6 la membrana a horno (80°C) por una hora; se colocé entre papel filtro.

Pre-hibridacién.

1.

Se preparé 10ml de solucién de pre-hibridacion.

Se enjuagd la membrana con agua destilada.

Se colocé una pieza de tela (muselina de preferencia) en una bandeja y se empapé con 2x SSC.
Se enroll6 la tela con la membrana hacia adentro e insertd en los tubos de hibridacién (enrollado
de tal manera que la tela y la membrana quedaran pegadas a los lados de los tubos).

Se lleno hasta la mitad del tubo con solucién 2x SSC y se empapé.

Se decant6 la solucion 2x SSC y se agregd la solucion de pre-hibridacion.

Se Incubé por una hora a 42°C
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Hibridacion.
1. Se desnaturaliz6 la sonda (transposén Tn5062) (Kieser ef al. 2000) colocandola en bafio de agua a
ebullicién por 10 min y posteriormente pasandola a hielo por 2 min.
2. Se decant6 la solucién de pre-hibridacion.
3. Seagreg6 10 ml de la sonda desnaturalizada al tubo de hibridacién y se dejé toda la noche a
42°C.
Lavados.
1. Se recuperé la solucion de la sonda para uso posterior.
2. Se Lavé dos veces por 5 min con la solucién 1 que consiste en:
e 24 ml de solucién 20x SSC.

e 24 mldeSDS.
e 213.6 ml de agua destilada.
Preparar la solucion agregando en el orden indicado.
3. A 68°C en el horno de hibridacién, se lavé dos veces por 15 minutos en:
e 1.2 ml de solucién 20x SSC.
e 236.4 ml de agua destilada.
e 24 mldeSDS.
Preparar la solucién agregando en el orden indicado.
Deteccién inmunologica.
1. Selavo la membrana por un minuto con el Regulador 1 (en el horno de hibridacién a 35°C).
2. Se lavé por 30 min con la solucién de pre-hibridacion.
3. Selavé con regulador 1 por un min.
4. Se agregaron 3 ul de antidigoxigenina AP a 15 ml de regulador 1 y se pasé al tubo de hibridacion

por 30 min.
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5. Selavé en regulador 1 dos veces por 15 min para remover el anticuerpo sin unirse.

5.3.2 Evaluacion bajo condiciones de estrés osmotico.

Se realizé sembrando las colonias seleccionadas en medio SEFM-MgCl, a una concentracién final de 250
mM. Las colonias seleccionadas fueron de un diametro aproximado de 2 mm y esporulando

(aproximadamente entre 3 y 5 dias)

5.4 Determinacion de la produccion de avermectinas.

5.4.1 Medio de Semilla v de Produccion.

Se inocularon en matraces Erlenmeyer de 500 mL, 20 pl de una suspensién de esporas (1x10°
esporas/ml) en 200 ml de medio de semilla (Zhinan y Peili. C. 1999); las condiciones fueron: agitacion a
250 rpm y 30 °C por 48 horas. Posteriormente se tomé una alicuota de 2 ml (2%) y se transfirieron a 200
ml de medio de produccién (Mironov ef a/ 2003). El cultivo se mantuvo por 10 dias bajo las condiciones
antes mencionadas. Se tomaron muestras los dias 8, 9 y 10 para cuantificar produccion (1.5 ml) y
biomasa (1 ml). A los 14 dias se recuper6 el cultivo restante, se centrifugd 30 min a 12,000 rpm; biomasa
y sobrenadante fueron almacenados a 4°C en frascos separados. Todos los cultivos se hicieron por

duplicado.

5.4.2 Evaluacion de Avermectinas. Bioensayo con Artemia salina.

Se llevé a cabo en recipientes de plastico con capacidad de 10 ml, usando abamectina (el cual contiene
las fracciones con actividad biolégica B1, Bla y B1b) en solucion (Génesis®, concentracién 1g/100 mL),
de la cual se extrajo la abamectina tomando 500 pl de la solucion Génesis® y 500 pl de acetonitrilo, se

llevé a agitacion (100 rpm y 28 C) se diluy6 hasta tener una concentracion final de 50,500 ng/mlL (la
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concentracion de actividad biolégica (paralisis) reportada es de 55,500ng, (Blizzard, A e al. 1988)). De

esta solucion se realizaron las siguientes diluciones:

Extracto de abamectina Acetonitrilo al Suspensién de artemias (=15) Concentracion
con acetonitrilo (ul) 100% (ul) final (ng/mL)
(uh)

5 545 450 459.13

4.5 545.5 450 413.22

4 546 450 367.30

3.5 546.5 450 321.39

3 547 450 275.48

2.5 547.5 450 229.56

2 548 450 183.65

1.5 548.5 450 137.74

1 549 450 91.82

0.5 549.5 450 45.91

Los bioensayos se realizaron por triplicado. Los “testigos” fueron sin extracto de abamectina y sin

acetonitrilo. Se evalu6 el porcentaje de inmovilidad (nimero de artemias sin movimiento durante un

periodo de 2 horas). El experimento se resume en la figura 12.
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Fig. 12 Bioensayo con artemia. Se realizo utilizando diferentes concentraciones de abamectina y productos de
fermentacion. Para estos Ultimos se realizaron en condiciones con y sin estrés osmotico.

5.4.3 Evaluacion de Avermectinas. HPLC.

Las concentraciones de avermectina fueron determinadas mediante HPLC (Waters, photodiode array 900).
Se empled una columna C18 Nova-pak (Waters, Ltd, USA: 3.9 mm diametro interior, 150 mm longitud).
Se prepard una solucién estandar de abamectina (Sigma-Aldrich, PS2068) de 0.3 mg/mlL.. La elusion fue
con metanol-agua (85:15 [vol/vol]) a una tasa de flujo de 0.8 ml/min a temperatura ambiente y condiciones
isocraticas (Mironov et.al. 2003). Los experimentos se realizaron por triplicado empleando un analisis de

varianza con una p<0.05.

5.5 Determinacion de la produccion de olicomicina.

5.5.1 Evaluacion de oligomicina. Condiciones de cultivo.

Se sembraron 1x10° esporas en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 25 ml de medio fi (&) a pH=7. Se

incub6 a 30°C con agitacién de 225 rpm por 17h o antes de que aparezca el pigmento café oscuro.
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Posteriormente se sembraron 5 ml del cultivo en medio ¢ en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 20 ml
de medio de produccion AP-5 a pH=06.9. Para cultivos en placa agregar agar bactetiolégico (17 g/L).
Esterilizar por autoclave y agregar 1 ml de solucién de metales traza. Se incubaron los cultivos a 28°C con

agitacion de 225 rpm por 10 dias.

5.5.2 Evaluacion de olicomicina. Bioensayo con A. niger (A10).

Se inocularon por extension en superficie 200 ml de medio AP-5/agar en placa (230 mm x 15 mm), con
1x10” esporas de Aspergillus niger (A10). Posteriormente se hicieron 15 pozos con un sacabocado (didmetro
de 100 mm) y se agregaron 200 pl del medio de produccién, Se metieron a 4°C por 30 min y se incubaron
a 30°C por 24 h o hasta observar crecimiento vegetativo. Se midieron los halos de inhibicion.

El experimento anteriormente descrito fue realizado en condiciones de estrés osmotico, adicionando KCl
a una concentracion final de 250 mM. Los experimentos se realizaron por triplicado empleando un analisis

de varianza de un factor con una «=0.05 (Pitman e a/. 2002).

5.6 Complementacion cruzada de las mutantes.

Se realiz6 empleando el método de biobalistica previamente descrito, utilizando los vectores pSFosab
(contiene el gen osaB de . cwelicolor) y pSHosaCl (contiene el gen osaC de . coelicolor) para complementar

ASAV 2511 y ASAL 2573, respectivamente.
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6. RESULTADOS

6.1 Seleccion de colonias de SAV2511 vy SAV2513 Apramicina —resistente.

Para conocer si la interrupcion de genes se llevo a cabo, se procedi6 a la seleccion de colonias. La
siguiente secciébn muestra los resultados obtenidos.
La introduccién de los vectores pMBTn2 y pMCTnl a la cepa silvestre de S. avermitilis generd colonias

con fenotipo de interés (apramicina-resistentes), seleccionando 6 colonias para SAV2577 y SAV2513

respectivamente (figura 13a y 13b).

Figura 13. Seleccidn de colonias con fenotipo de interés en medio SFM-Apramicina para SAV2511 (a) y SAV2513
(b). P= silvestre, 1-6 = seleccionadas. EI medio utilizado fue sin aparamicina.

6.2 Determinacion de la interrupcion del gene SAV2511. Southern Blot.

Con la realizacién de esta prueba, se comprobé la interrupcion del gen SAV2571 (ASAL2517); la

interrupcion se da por recombinacién homologa.

El southern blot realizado a las seis colonias (Fig. 14) demostro la interrupcion de SAT172577 en todas. La
prueba de la interrupcion es mediante el tamafio de la sonda que se inserta en la sitio de digestion con la
enzima Aarll (en este estudio fue el transposén con un peso de 3.4 Kb). Como control se utilizé6 pMBTn1

(carril C). No se incluyé DNA digerido de la cepa silvestre
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Figura 14. Analisis de las mutantes por Southern blot. Se comprobo la presencia de la sonda (transposon) en
las mutantes seleccionadas, para SAV2511 (Figura a). La flecha indica el tamafio esperado para el transposon
Tn 5062 (3.4 Kb). Figura b. Mapa de restriccion del control utilizado (pMBTn2)

6.2.1 Determinacion de la interrupcion del sene SAV2511. PCR.

Para comprobar la presencia del gen interrumpido, se realizé un PCR de cada una de las colonias, lo cual

confirma la presencia del gen interrumpido (ASAV2511 y de ASAV2513).

Bajo las condiciones descritas en la metodologia, se demostré la presencia del fragmento en el sitio de
insercion del transposon para las seis mutantes obtenidas (Fig. 15). La diferencia en tamafio entre pMBSa2L.
(control, carril 1) y las mutantes (carriles 2-7) se debe a que en las mutantes el transposén insertado

interrumpe el tamafio total del gen.
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ASAV2511 (0.52 kb)

Figura. 15. Analisis de la mutante para SAV2511 por PCR. El carril 1 (Figura a) muestra el gen SAV2511 (0.68
Kb) contenido en el plasmido pMBSa2L representado por la linea roja (figura b). Los carriles 2-6 (figura a),
muestran el producto de amplificacion del DNA de las mutantes obtenidas (0.52 Kb), representado solo por la
linea amarilla (figura b).

6.3 Determinacion de la interrupcion del gene SAV2513. PCR.

Bajo las condiciones mencionadas en la seccion de materiales y métodos, se realizé el PCR. El resultado
demuestra que el producto de amplificacién de la mutante (Fig. 16, carril A) corresponde al tamafio del
producto de PCR (~ 0.9 Kb) de la mutante seleccionada, mientras que en el producto de PCR para el
control (Fig. 16, carril B) se obtuvo el producto correspondiente al clonado inicialmente en pMEG (2.1

Kb). Esto demuestra la interrupcion del gen mediante la insercién del transposon.
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Figura. 15. Andlisis de la mutante para SAV2513 por PCR. El carril B (figura a) muestra el producto de
amplificacion del plasmido pMCSA1 (2.1 Kb) contenido el gen SAV2513 representado por la flecha roja (figura
b). El carril A (figura a), muestra el producto de amplificacion del DNA de la mutante obtenida (0.76 Kb),
representado por la flecha amarilla (figura b).

6.4 Evaluacion de la interrupcion de ASAV2511 vy ASAV2513 en condiciones de estrés osmotico.

Esta prueba se realizé con el propésito de determinar si ASAV2511 y ASAV2513 presentaba el fenotipo
bold (calvo, sin produccién de micelio aéreo) Para el caso de ASAV2511, las 6 mutantes fueron incapaces
de formar micelio aéreo cuando crecen en medio SFM al cual se le adiciona KCI 250 mM (figura 10 a).
Para ASAV2513, las 6 mutantes fueron incapaces de formar micelio aéreo en las condiciones descritas
para ASAV2511; sin embargo, la produccion de pigmento fue mayor esto con respecto a lo observado

para las mutantes de ASAV2511 (Figura 10b)
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Figura. 17. Crecimiento de las mutantes en condiciones de estrés osmético. La colonias de ASAV25113 (Fig. a)
y ASAV25135 (Fig. b) seleccionadas, se resembraron en medio SFM-KCI 250 mM a 29° C por 5 dias. P= silvestre,
1-6 =mutantes.

6.5 Bioensayo de Artemia salina con el producto de fermentacion de ASAV2511. Curva patron
de avermectinas

Se realiz6 una curva patréon para conocer las concentraciones 6ptimas en la detecciéon de avermectinas
(Fig. 18a). Esta prueba se realiz6 para determinar la presencia de avermectinas en las fermentaciones bajo
condiciones con y sin estrés osmotico. En ASAV2511 se observo diferencia en cuanto a la inmovilidad que
presentaba A. sa/ina cuando se agrego el producto de fermentacion en condiciones de estrés osmotico. La
inmovilidad con el producto de fermentacién en condiciones sin estrés osmotico fue menor con respecto
al de estrés osmotico (Fig. 18b). El bioensayo fue realizado de acuerdo a lo reportado por Blizzard e a/

(1988)
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Fig. 18b

Bioensayo con Artemia salina en condiciones
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Figura. 18. Relacion entre movilidad e inmovilidad de Artemia salina a diferentes concentraciones de
avermectina. Las concentraciones utilizadas en este experimento (Fig. 18a) se encuentran en el rango
reportado (Blizzard et al 1988) en relacion a actividad minima del compuesto a probar (440 y 110 ng/mL). La
gréfica (Fig. 18b) muestra el rango de concentraciones probadas en condiciones de estrés osmatico. Se
probaron los extractos con acetonitrilo y directo de las fermentaciones con las mutantes de ASAV2511. Para los
extractos tratados con solvente no se detect6 inmovilidad de las artemias.
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6.5 Bioensayo con Aspergillus niger (A10) con los productos de fermentacion de ASAV2511 y
ASAV2513.

Esta prueba tiene su base en la sensibilidad que presenta 4. #zger hacia la oligomicina. Se probaron las

fermentaciones en condiciones con y sin estrés osmotico de ASAV2511 y ASAV2513

Del bioensayo realizado con A. niger con las fermentaciones en condiciones sin estrés osmotico, se

observaron halos de inhibicién en las tres cepas (Silvestre, ASAV2511 y ASAV2513) a las 26 horas de

incubacion tiempo, sin embargo, para las cepas con los genes mutantes (ASAV2511 y ASAV2513) los
halos observados fueron de mayor diametro con respecto a la cepa silvestre (Fig. 19 ay 19 b). Los halos
comenzaron a ser visibles a partir de las 20 h, sin embargo, es entre las 30 y 50 horas de incubacién

donde se observaron claramente.
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Figura. 19. Efecto de la produccién de oligomicina sobre A. niger, a partir de cultivos de S. avermitilis, sin
estrés osmético (fig 19a) y con estrés osmatico (fig 19b). Los ensayos se realizaron por triplicado con tiempo de
incubacion de 20 a 50 h. 1) Cepa salvaje, 2) ASAV2511 y 3) ASAV2513.

6.6 Cuantificacion de oligcomicina a partir de productos de fermentacion por HPLC.

Utilizando el método analitico de HPLC se realiz6 esta prueba, bajo las condiciones descritas en la
metodologia. Extrayendo la oligomicina de los productos de fermentacion se realizé la técnica
reportandose un incremento en su produccion tanto para ASAV2511 como para ASAV2513, con
respecto a la cepa silvestre. En condiciones de estrés osmoético nuevamente se observaron diferencias
entre la cepa silvestre y las mutantes. El tiempo comprendido entre las 20 y 50 horas se observoé la mayor
produccion. Las graficas de la figura 20a y 20b, muestran cuantitativamente los resultados en condiciones
sin y con estrés osmotico. El reporte de produccion se dio por pg de antibiético producido entre mg de

biomasa generada.
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Figura 20. Cuantificacién de la produccion de oligomicina de los genes ASAV2511 y ASAV2513 en condiciones
sin estrés osmético (a) y con estrés osmoético (b). Se realizaron 2 experimentos independientes para cada cepa.
La cantidad de oligomicina fue evaluada en produccion especifica (g de antibidtico/mg de biomasa).

6.7 Determinacion de la produccion de avermectina mediante HPLC.

Utilizando el método analitico de HPLC se realiz6 la prueba (Fig. 21), bajo las condiciones descritas en la

metodologia. A partir de los productos de fermentacion en condiciones sin estrés osmotico, la
produccién de avermectina incrementé tanto en ASAV2511 como ASAV2513, esto con respecto a la

cepa silvestre.
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Figura. 21. Cuantificacion de la concentracion de avermectina B1a (ng/mg de peso de biomasa) a partir de los
medios de fermentacion por la cepa silvestre, mutante en el gen ASAV2511 y ASAV251.
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6.8 Complementacion cruzada de los genes ASAV2511 v ASAV2513.

Dada la similitud a nivel de proteina entre los genes de . coelicolor (0saB y 0saC) y S. avermitilis SAV2511
y SAV2513), se realizé la complementacion con los genes procedentes de S. coelzcolor.

Empleando el método de biobalistica descrito en materiales y métodos, se observé una restauracion del
fenotipo original (formacién del micelio aéreo) (Fig. 22a) cuando se complementé ASAV2511 con el
plasmido pSFosab (con el gen osaB, espectinomicina resistente). Para el caso de las mutantes de
ASAV2513, la complementacion con el plasmido pSHosaCl (con el gen o0saC, higromicina resistente), no

restaurd la mutacién (formacion de micelio aéreo) (Fig. 22b).

b)

Figura 22. Complementacion de la cepa mutante en los genes ASAV25113 y ASAV25135. Seleccion de 3
colonias con fenotipo de interés para ASAV2511 (a) y ASAV2513 (b) Los antibiéticos de seleccion fueron
espectinomicina para ASAV2511 e higromicina para ASAV2513. Se sembraron en medio SFM incubandose por
10 dias a 30° C. Posteriormente, los cultivos fueron resembrados en medio SFM-KCI 250 mM a 29° C por 5
dias. P, silvestre, 1y 2 complementadas.
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7. DISCUSION

Durante el desarrollo del presente trabajo, el primer problema al que nos enfrentamos, fue la obtenciéon de
las cepas mutantes con los genes SAV2511 y SAV2513 interrumpidos, ya que bajo las condiciones reportadas
para la transformacion de . coelicolor, los resultados fueron negativos. Por esta razén se consideré el método de
biobalistica como una alternativa. Existen pocos reportes del uso de biobalistica sobre la introduccion de
DNA foraneo en bacterias y no hay datos o reportes en su uso para actinomicetos; de hecho, este método
ha sido principalmente usado en células eucariotas, primordialmente en tejidos animales y vegetales
(Colosimo et a/ 2000; Lorence y Verpoorte 2004; Chouaib e @/ 2016). En este trabajo, se utilizé una sola
concentracion de DNA, con una eficiencia de transformacion de 20 colonias por pg de DNA. Esta
concentracion es baja, sin embargo, en algunos casos como el nuestro con una transformante es suficiente,
y dado que por otros métodos no se logra la transformacion, consideramos que este método es una muy
buena alternativa. Adicionalmente la ventaja de la biobalistica sobre otros métodos es que es muy simple
en cuanto al tiempo de uso, asi como a bajas concentraciones de de DNA. Con estas ventajas la biobalistica

podria ser un método eficaz para la introducciéon de DNA a actinomicetos dificiles de transformar.

En cuanto al método de interrupcion de genes existen diferentes métodos, destacando el Short Hairpin
RNA (shRNA), el cual ha probado ser un método eficiente en la interrupcién de genes en células animales
(Chris ez a/ 2010 y Hirotaka ez a/ 2015). Para Streptomyces se ha optado por el uso de transposones, mediante
su insercion en los sitios a7 (attach, unién) presentes en los actinomicetos (Huguet-Tapia ez @/ 2014, Bishop
et al 2004 y Pitman e a/. 2002). La ventaja radica en que la interrupciéon se mantiene a lo largo de las
generaciones (Bishop e a/2004 y Huguet-Tapia ez 2/ 2014), asf como la generacion de bibliotecas genémicas

para la secuenciaciéon completa del genoma de especies de Strepromyces (Bentley et al 2002 e Ikeda ef a/ 2003).
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La diferenciacién y osmoadaptacion son procesos que involucran cascadas de sefiales orientadas a
adaptarse a cambios del medio ambiente (Talbot y Nicholas 1999), ademas estan relacionados con el
metabolismo secundario (Bibb 2005). Con base en el alto grado de similitud con los genes de . coelicolor
(0saB y 05aC) que se sabe estan involucrados en esas cascadas de sefializacion, los genes SA172577 y
SAV2513 fueron interrumpidos con el fin de determinar si estan involucrados en el proceso de
diferenciaciéon y osmoadaptacion, asi como la produccién del antiparasitario avermectina y el agente
antitumoral oligomicina. El método de interrupcion fue por medio de la insercién del transposén
Tn5062 en un sitio especifico de los genes SAL2577 y S A172573. 1ias mutantes resultantes fueron
incapaces de formar micelio aéreo en condiciones de estrés osmotico, inducido mediante la adicién de un
osmolito i6nico (KCI) al medio de esporulacion. En S. coelicolor, 1a interrupcion de los genes osaB y osaC,
provoca el fenotipo b/ en condiciones de estrés osmotico; resultado similar fue encontrado en mutantes

de §. lividans (Bishop et a/ 2004).

La respuesta al estrés osmoético producto del incremento de la osmolaridad en la fase de crecimiento
requiere de factores de transcripciéon denominados factores 6 (Ait-Ouazzou ef a/ 2012; Jiang et a/ 2011 de
Been ef a/ 2011 yFernandez-Martinez ez a/ 2009). En los géneros Bacillus, Listeria, Staphilococcus y Actinomyees,
el factor G es una pieza clave en el control de la expresion de genes (de Been ez @/ 2011). En S. coelicolor 1a
induccion a la respuesta al estrés osmotico podria ser resultado del incremento en la sintesis tanto de o
como de su antagonista (Cho ez @/ 2001), adicionalmente se ha reportado a s5aC como un gen involucrado
en la osmoregulacion (Fernandez-Martinez et a/ 2009). En S. avermitilis, los resultados de estrés osmotico
en ASAV2513 y la similitud en su secuencia que presenta a os2C, sugieren una funcién similar entre ambos
genes con respecto a la osmoadaptacion y respuesta al estrés osmotico (de Been ez 2/ 2011).

Por otra parte, con las mutantes ASAL2577 y ASAL2573, en condiciones osméticas normales, no se

observé un aumento en la produccion de pigmento (melanina) en ninguna de ellas, con respecto a la cepa
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parental. Sin embargo, en condiciones de estrés osmotico, si se observo un aumento en la pigmentacion
por parte de ambas mutantes (ASAV 2577 y AS.A172573) en relacioén con la cepa parental, lo que sugiere
una modificacion en la regulacion del metabolismo de la tirosina hacia el pigmento melanina (Denoya ef
al 1994). Por su parte, cuando se evalué el metabolito secundario oligomicina, perteneciente a la familia
de los antibiéticos macrolidos y codificado en un ¢uster independiente (Omura ez 2/ 2001), de igual forma,
bajo condiciones sin estrés osmoético no se observaron diferencias significativas (analisis de varianza) en
la produccién de ambas mutantes con respecto a la cepa parental. Sin embargo, en condiciones de estrés

osmotico, la produccion de oligomicina para ASA172573 presenta una diferencia significativa mayor

(p<0.05) en cuanto a la produccién con respecto a ASAL 2577 y cepa silvestre. Los resultados de
produccion de oligomicina, mas los cambios fenotipicos en condiciones de estrés osmotico, sugieren la
alteracion de la compleja red de precursores y factores de transcripcion (Khan ez a/ 2011 y Li W ez a/ 2000).
Se seleccionaron los bioensayos con Artemia salina y A. niger por ser métodos sensibles y de facil empleo;
en el caso del bioensayo con Artemia salina la cuantificaciéon de avermectinas puede ser detectada en la
magnitud de nanogramos (Blizzard ez @/ 1988). En cuanto a la deteccién de oligomicina, la técnica se basa

en la sensibilidad que presenta A. nzger al antibidtico (Acufia e a/ 1995 y Pitman ez a/ 2002).

Desde un punto de vista aplicado y biotecnolégico, la interrupcion de estos genes mostré incrementos
significativos en la produccion de avermectina y oligomicina, en este sentido existen diversos trabajos en
cuanto al incremento en la produccién de avermectinas. Se ha reportado un incremento del 22% al 42%
de avermectina, esto en mutantes para el gen aveM (gen perteneciente al c/uster biosintético) (Wenshuai ef
al 2015). Otro trabajo reporta un incremento de produccioén de avermectina, fraccion Bla de 3450 = 65
ug/ml, en mutantes para AVET27 (Zhang et a/ 2015). En otro trabajo, se reporta un incremento en el
orden de gramos (3.45 a 4.0 g/L), esto cuando se incrementa el nimero de copias del gen avtAB (Qiu ez

a/2011). En contraste a los anteriores reportes, el presente trabajo reporta un incremento del 37% en la
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producciéon de avermectina (285 ng) con respecto a la cepa silvestre, sin embargo cabe mencionar que los
anteriores reportes se trabajan con genes del ¢/uster biosintético, mientras que el presente trabajo es con
genes fuera del cluster, lo cual afecta los resultados debido a la compleja red de genes e intermediarios
metabdlicos que presentan estos genes (SAV2511 y SAV2513) (Khan ef a/ 2011); (Fernandez-Martinez ez

al 2009 y de Been e a/2011).

El gen $A172571 se ha reportado como un posible regulador de la respuesta

(http:/ /avermitilis.Is.kitasato-u.ac.jp/); los resultados mostrados en el presente trabajo en relacién a la

interrupcion del gen SA12577 sugieren la relacion existente entre la diferenciacion morfoldgica y el
incremento en la produccién de metabolitos secundarios. Para el caso de S.A4172573, esta reportado como
un gen con 3 dominios GAF (dominio de unién a proteina), 2 PAS (proteina sensora o de sefalizacién),
un SPOIIE (proteina necesaria para la formacion de la espora) y una HTPasa (proteina de union a ATP)

(http://avermitilis.Is.kitasato-u.ac.jp/) (Dutta ez @/ 2000). La interrupcion de SA172573 en el aminodcido

379 (determinado mediante el sitio de insercion del transposon) inactivé el dominio GAF, familia cuyas
funciones bioldgicas son: respuesta a cambios energéticos o metabdlicos, tanto en el medio ambiente
como dentro de la célula o transduccioén de sefiales hacia respuestas adaptativas como la osmorregulacion
(Hutley 2003; Henry y Crosson 2011; Stefano y Viollier 2015). En consecuencia, y de acuerdo a los
resultados presentados, la inactivacién de este dominio tiene como consecuencia la alteracion de la
funcién normal del gen, observandose su efecto en el aumento en la produccioén de metabolitos

(oligomicina).

Al realizar la complementaciéon cruzada (pSFosab y pSHosaCl) de ASAV2571 y ASAV25713
respectivamente, se recupero el fenotipo para SA172577, lo cual indica una posible misma funciéon de
ambos genes en diferentes especies de actinomicetos. Sin embargo, para ASAT172573 no se pudo restaurar

el fenotipo. Dada la similitud a nivel de proteina entre ambas especies (91% para SAV2511 y 89% para
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SAV2513), se esperarfa la restauracion del fenotipo para SAV2513, sin embargo, se ha reportado en .
coelicolor que la capacidad de restaurar el fenotipo para un gen inactivado, es dependiente del sitio de la

mutacion (Fernandez-Martinez ef a/ 2009).

El modelo presentado en la figura 23 (Fernandez-Martinez ez a/ 2009 y de Been ez a/ 2011); (el presente
trabajo) sobre la regulacion de la actividad de osaC (S. celicolor) y SAV2513 (8. avermitilis) propone a la
HATPasa como un multi-dominio regulatorio en especies de Streptomyees, incluyendo el grupo de factores
sigma (o). Este dominio confiere a 0saC, actividad de factor anti-sigma, necesaria para regular la actividad
del factor sigma sigB, subsecuente a la respuesta del estrés osmotico (Fernandez-Martinez ez 2/ 2009). Una
vez recuperada las condiciones fisiolégicas iniciales (sin estrés) osaC (S. coelicolor) o SAV2513 (8. avermitilis)
funcionan como antagonistas del factor sigma (oB), regulando la expresion de osaC o SAV2513,
respectivamente. La incapacidad de restaurar el fenotipo en S. avermitilis, empleando el gen de S. coelicolor
(pSHosaC1) puede ser consecuencia de la divergencia de los blancos moleculares, ya que las respectivas
proteinas sigB, presentaron una similitud del 78%. El interés actual (Thuan ez o/ 2014 y Zhang et a/ 2015)
se enfoca hacia los genes que pueden estar involucrados en la diferenciacion y produccién de metabolitos
secundarios, con aplicaciones en la industria, medicina o alimentos, as{ como los que se encuentren fuera
de los clusters biosintéticos, debido a su importante papel en la regulacion global del metabolismo
secundario. SAV2511 y SAV2513 son genes implicados en la transduccién de sefiales y en la regulacion de

diferentes procesos, como la diferenciacion y el inicio del metabolismo secundario
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Fig. 23. Mecanismo de regulacién de SAV2513. El regulador de la respuesta puede generar 2 respuestas a) en
respuesta en que no hay estrés osmético el factor o permanece unido a su antagonista (RsbW) y no hay
transcripcion de los genes de respuesta a estrés osmético. En condiciones de estrés osmético (b), RsbV (anti-
anti antagonista de RsbW) se desfosforila y se une a RsbW, liberando al factor o8 (factor de transcripcion) cuya
funcion es activar genes en respuesta al estrés osmético. Se ha propuesto que una vez recuperada las
condiciones fisiologicas iniciales, se activa un tercer mecanismo (c) en donde osaC (S. coelicolor) 0 SAV2513
(S. avermitilis) funciona como antagonista de a8 en respuesta a la recuperacion fisiologica. (de Been et al.
2011; Fernandez M et al. 2009).
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8. CONCLUSIONES.

El presente trabajo demostrd que:

e Flmétodo de biobalistica empleado en el presente trabajo demostrd ser un método efectivo en la
introduccion de DNA en Streptomyces avermitilis.

e Lainterrupcion de genes por transposones en Streptomyces es una efectiva técnica, alternativa al
tradicional &nock ont

e Lainterrupciéon en la funciéon de los genes SA12577 y $.A4172573, tiene como consecuencias
cambios en la morfologia cuando crecen en condiciones de estrés osmotico (incapacidad para
formar micelio aéreo).

e Suinterrupcion tiene por consecuencia el incremento en la produccion de avermectina y
oligomicina.

e La complementacion cruzada del gen SAT172577 restaura su fenotipo; para el gen S.A4172573, no
hay restauracion del fenotipo

e Elgen SA172573 funciona como antagonista de factor ¢” regulando la respuesta al estrés

osmotico.

9. PERSPECTIVAS.

e Lainterrupcion de los genes SA12577 y $.A4172573 puede ser usada como parte de un programa
de mejoramiento genético para incrementar la produccion de avermectinas y oligomicina.

e La funcién de los genes SALB y SALC, puede ser extrapolada hacia otros actinomicetos de
importancia industrial.

e La complementacién homéloga proporcionaria informacién adicional sobre la funcién de ambos

genes
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