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Resumen

Las bacterias deben adaptarse a su entorno por medio de la regulacion de sus procesos
metabdlicos a diferentes niveles, desde la regulacion de la transcripcién, hasta la
modificacion de una proteina después de que es sintetizada. Las modificaciones post-
traduccionales son un mecanismo de regulacion ampliamente distribuido en bacterias y son
de importancia porque le dan diversidad al proteoma a la vez que funcionan como una forma
de control rapido de diferentes funciones celulares. Las diversas modificaciones post-
traduccionales que existen pueden alterar la estructura y funciéon de las proteinas, la

formacion de complejos proteicos y la actividad enzimatica.

La acetilacién de lisinas es una modificacién reversible muy recurrente en bacterias y se ha
visto involucrada en procesos metabdlicos, con énfasis en el metabolismo del carbono. Se
han descrito mecanismos generales de acetilacién enzimatica y acetilacion no enzimatica,
asi como la reversion de esta modificacion por enzimas con actividad desacetilasa, como
lo son las sirtuinas dependientes de NAD*. En Streptomyces coelicolor, organismo modelo
del género Streptomyces, se ha identificado que la sirtuina CobB1l tiene actividad

desacetilasa y similitud con CobB de E. coli.

El metabolismo secundario de S. coelicolor ha sido estudiado debido a su capacidad de
producir metabolitos especializados de interés biotecnolégico, sin embargo, alin no se
conoce a profundidad como se regula el metabolismo primario que genera precursores para
la biosintesis de antibiticos y otros metabolitos. Por ello ha surgido el interés por investigar
gué impacto tiene la acetilacion en la regulacién del metabolismo de esta bacteria. Para
contribuir al estudio del acetiloma de S. coelicolor, en este trabajo se aisl6 una cepa mutante
deletada del gen cobB1 con el fin de evitar la desacetilacion de sus proteinas blanco, para
en un futuro obtener el patrén de acetilacion de las proteinas en este microorganismo. Esto
se realiz6 clonando el gen en un pldsmido junto con regiones adyacentes y se sustituy6 por
un cassette de resistencia a apramicina con extensiones homologas a las regiones
flanqueantes del gen mediante recombinacion homologa con el sistema A Red.
Posteriormente fue introducido a S. coelicolor por conjugacién intergenérica con E. coli.
Finalmente se aislaron colonias resistentes a apramicina que recombinaron con el pldsmido

sustituido con el cassette.
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Introduccién

Funcion eimportancia de las modificaciones post-traduccionales en bacterias

Las bacterias son microorganismos que necesitan adaptarse a los cambios constantes en
su ambiente, para esto cuentan con diferentes estrategias de regulacion metabdlica que
van desde la regulacién transcripcional de la expresion génica hasta la modificacion de una

proteina después de que es producida (Castafio-Cerezo et al., 2014)

Las modificaciones post-traduccionales, como su nombre lo implica, son modificaciones
que ocurren después de que el ADN ha sido transcrito a ARN y éste traducido a proteinas;
estas modificaciones le dan complejidad y diversidad al proteoma a la vez que contribuyen

a su regulacion de muchas funciones celulares (Zhao y Jensen, 2009).

A partir de la aplicacién de la espectrometria de masas para el desarrollo de estudios de
protedmica se ha encontrado que los procariontes son capaces de modificar sus proteinas
con diferentes modificaciones post-traduccionales, las cuales influyen considerablemente
en la fisiologia de las bacterias. Estas modificaciones pueden alterar la relacién entre la
estructura y la funcion de las proteinas, asi como impactar en la formacion de complejos

proteicos o la actividad enzimética (Cain et al., 2014).

Las modificaciones post-traduccionales reversibles son un mecanismo rapido para controlar
la actividad de las proteinas y en particular, de aquellas que son clave en el metabolismo,

controlando el uso de vias alternas (Heinemann y Sauer, 2010).

Entre las modificaciones post-traduccionales mas comunes se encuentran la acetilacion en
el residuo Ne-lisina, asi como la propionilacion, butirilacién, succinilaciéon, malonilacion,
crotonilacion, 2-hidroxiisobutirilacion y glutarilacion que también se llevan a cabo en
residuos de lisina (Colak et al., 2013; Dai et al., 2014; Hirschey y Zhao, 2015; Okanishi et
al., 2014; Tan et al., 2011, 2014; Zhang et al., 2009).

Acetilacion de proteinas en residuos de lisina

La Ne-acetilacion de proteinas es la adicion de un grupo acetilo al Ne de la lisina. Esta
modificacion fue identificada por primera vez en histonas eucariotas (Carabetta y Cristea,
2017). Sin embargo, la acetilacion es una modificacion post-traduccional recurrente en
bacterias. Estudios recientes de protedmica, en diversas especies bacterianas, han

identificado cientos de proteinas acetiladas en lisina que controlan diferentes procesos
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celulares (Hentchel y Escalante-Semerena, 2015; Kosono et al., 2015; Schilling et al.,
2015). La acetilacién puede tener impacto en la funcion, estructura y estabilidad de las
proteinas; debido a que la acetilacién neutraliza la carga positiva en las lisinas, esta
modificacion puede alterar la actividad enzimatica, las interacciones proteina-proteina o
proteina-acidos nucleicos, la conformacion y la localizacion subcelular de las proteinas
(Choudhary et al., 2014).

Acetilacion enzimética

En bacterias, la acetilacion en los residuos de lisina se da por dos mecanismos, uno
enzimatico y uno no enzimatico. La acetilacion enzimatica es catalizada por acetil
transferasas (KATs o histona acetil transferasa HATS). Estas enzimas transfieren un grupo
acetilo de una molécula donadora, como acetil-coenzima A (acetil-CoA), a una lisina. La
mayoria de las KATs pertenecen a la familia GNAT (Gcn5-related N-acetyltransferase, por
sus siglas en inglés), que contiene proteinas ortélogas en el dominio eucariota, procariota

y arquea (Carabetta y Cristea, 2017).

En Salmonella se descubri6 la acetiltransferasa, denominada Pat, responsable de acetilar
a la acetil-coenzima A sintetasa (Acs). Pat fue identificada como una proteina perteneciente
a la familia GNAT (Starai y Escalante-Semerena, 2004). Anadlogamente en E. coli, YfiQ

funciona como KAT, perteneciente también a las GNATs (Kuhn et al., 2014)

Acetilacion no enzimatica

La acetilacion también puede llevarse a cabo por un mecanismo no enzimatico, como fue
demostrado en E. coli, donde se observo que la acetilacién no enzimatica esté relacionada
con los niveles de acetil-fosfato (acP). El acP dona directamente su grupo acetilo al grupo
Ne de una lisina (Weinert et al., 2013). En Bacillus subtilis también se ha observado el efecto

del acP en la acetilacién global de proteinas (Kosono et al., 2015).

Se ha propuesto que la acetilacion dependiente de acP en E. coli es resultado de un exceso
metabdlico que ocurre cuando el acetil-CoA se acumula. Para resolver esto, las células
recurren a la fermentacién acida mixta, en la que los principales productos son ATP y
acetato. El acP es un intermediario de la via fosfotransacetilasa-acetato cinasa (Figura 1) y

su acumulacion favorece la acetilacion (Wolfe, 2016).
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glucose
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} | glycolysis
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pyruvate
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AcP acetyl-AMP

AckA \ / Acs

acetate

Figura 1. Modelo que representa la formacion de acetato a

partir de la glucolisis.

El acetato y el acetil-CoA pueden ser interconvertidos por dos
mecanismos: la acetil-CoA sintetasa (Acs) convierte el acetato a acetil-
CoA, con acetil-AMP como intermediario, mientras que la acetato
cinasa (AckA) y la fosfotransacetilasa (Pta) convierten acetato en
acetil-CoA de forma reversible con acetil-fosfato (AcP) como
intermediario. Modificado de Weinert et al. (2013).

La especificidad de la acetilacion no enzimatica es determinada por la accesibilidad,
reactividad y el microambiente tridimensional de la lisina blanco. El microambiente propicio
para que la acetilacion no enzimatica ocurra suele contener residuos que se unen al grupo
fosforilo, estos residuos tienen carga positiva, como lisina y arginina, o tienden a formar

puentes de hidrégeno como serina, treonina o tirosina (Kuhn et al., 2014).

Desacetilacion

La reversion de la acetilacién es catalizada por desacetilasas que remueven grupos acetilo
de residuos de lisina acetilados. Se han identificado dos familias de enzimas que realizan
esta funcién: las desacetilasas dependientes de Zn?* (KDACs) y las sirtuinas dependientes
de NAD*. Las desacetilasas dependientes de Zn?* son hidrolasas que liberan el grupo
acetilo y generan acetato como producto, mientras que las sirtuinas utilizan NAD* como
cofactor (Figura 2) y producen nicotinamida (NA) y 2'-O-acetil-ADP-ribosa (Carabetta y
Cristea, 2017).
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< | > " -
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NH3+ (SIRT1-3 or CobB) HN
Lysine Acetyl-Lysine
O-AADPR NAD*

Figura 2. Representacion del mecanismo de acetilacion enzimatica
reversible.

El grupo acetilo puede ser afiadido a la lisina por acetiltransferasas GNAT.
Mediante un residuo conservado de glutamato, la enzima desprotona a la lisina y
el acetil-CoA es usado como el donador del grupo acetilo. El acetilo puede ser
removido por desacetilasas que usan NAD* como cofactor y liberan nicotinamida y
2'-O-acetil-ADP-ribosa (O-AADPR). Tomado de Li et al., (2020).

Tipicamente las sirtuinas consisten de un dominio catalitico conservado de ~250
aminoacidos y dos dominios opcionales y altamente variables en el amino- y carboxilo-
terminal respectivamente (Schwer y Verdin, 2008). Estas proteinas estan ampliamente
distribuidas en eucariotas y procariotas y ya se han identificado ortélogos en bacterias
(North y Verdin, 2004).

La sirtuina bacteriana mejor caracterizada es la proteina CobB de Salmonella enterica, la
cual desacetilay activa a la acetil-CoA sintetasa (Acs) acetilada por Pat (Starai et al., 2002).
También se han encontrado en E. coli (Zhao et al., 2004), B. subtilis (Gardner y Escalante-

Semerena, 2009), Rhodopseudomonas palustris (Crosby et al., 2010) entre otros.

La sirtuina de E. coli, también llamada CobB, es capaz de desacetilar acetil-lisinas
dependientes de su propia KAT, YifQ, asi como lisinas acetiladas por acetil fosfato. El
mecanismo por el cual CobB reconoce a su sustrato alin no se elucida, sin embargo, se
sabe que en la especificidad enzimatica interviene la accesibilidad del sustrato y el
microambiente tridimensional en el que se encuentra la acetil-lisina (Abouelfetouh et al.,
2015).
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Los genomas de las bacterias tienden a codificar una o dos homélogos de sirtuinas; algunos
también codifican KDACs. Como ejemplo, S. enterica tiene una sola sirtuina (CobB) (Starai
et al., 2002); mientras que B. subtilis tiene una sirtuina (StrN) y una KDAC (AcuC) (Gardner
y Escalante-Semerena, 2009). El estudio de VanDrisse y Escalante-Semerena (2018)
mostrd que Streptomyces lividans tiene dos sirtuinas (CobB y SrtA) y una KDAC (AcuC).
Se cree que cada una tiene diferentes sustratos, pero cdmo se ha desarrollado su

especificidad aun se esté elucidando.

Estudio de la acetilacién de proteinas en bacterias

Los avances en la protebmica basada en espectrometria de masas han permitido la
identificacion y caracterizacibn de miles de sitios acetilados en muchas proteinas de
bacterias de distintos géneros. A partir de estos estudios ha surgido el concepto del
acetiloma, el cual se define como el perfil completo de proteinas acetiladas de un organismo

en un determinado tiempo bajo condiciones especificas (Choudhary et al., 2009).

En E. coli se han identificado 2730 lisinas acetiladas (AcK) en 806 proteinas (Kuhn et al.,
2014). Algunas de las proteinas acetiladas en E. coli incluyen a la piruvato deshidrogenasa,
acetil-CoA sintetasa, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, citrato sintasa, isocitrato
deshidrogenasa, malato deshidrogenasa, succinil-CoA sintetasa, entre otras, todas ellas
relacionadas al metabolismo central del carbono (Yu et al., 2008). En otro estudio con E.
coli se determind que el 47% de sus proteinas acetiladas estan involucradas en la glucdlisis,
el ciclo de los &cidos tricarboxilicos y el metabolismo del piruvato (Zhang et al., 2013). Por
otra parte, en la enterobacteria S. enterica G4266, Wang et al. (2010) identificaron 235

péptidos acetilados que correspondian a 195 proteinas.

En el principal modelo de las bacterias Gram™, B. subtilis, se han identificado 629 proteinas
acetiladas con 1355 sitios Unicos de acetilacion afectando a la biosintesis de aminoacidos
de cadena ramificada y al metabolismo de purinas cuando se utiliza glucosa como fuente
de carbono y al ciclo del acido citrico cuando se cultiva a este microorganismo en citrato.
También se observaron cambios en la acetilacion de proteinas que participan en el
metabolismo central de carbono y en componentes relacionados con la transcripcion y

traduccién (Kosono et al., 2015).

De igual forma se han reportado acetilomas de actinomicetos pertenecientes a diferentes

géneros. En Corynebacterium glutamicum, un microorganismo Gram* utilizado en la
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sobreproduccién de acido glutamico, se han observado 604 proteinas acetiladas con 651
sitios Unicos de acetilacion, incluyendo al complejo proteico de la 2-oxoglutarato
deshidrogenasa (Mizuno et al., 2016). Por otro lado, en Streptomyces roseosporus,
microorganismo productor del antibidtico daptomicina, se encontraron 667 proteinas
acetiladas con 1143 sitios Unicos. Sorprendentemente, se incluyen proteinas involucradas
en el metabolismo secundario, indicando que las modificaciones post-traduccionales son
un mecanismo de regulacién importante tanto en metabolismo primario como secundario.
Las 667 proteinas acetiladas encontradas fueron comparadas con otros acetilomas
reportados y se encontraron ortélogos de 137 proteinas acetiladas en otras bacterias. El
mayor namero (45%) fue encontrado en B. subtilis, indicando una mayor similitud con
bacterias Gram* (Liao et al., 2014). Asimismo, dentro del género Streptomyces, se analizo
el acetiloma de Streptomyces griseus, en el cual se identificaron 162 sitios de acetilacion
en 134 proteinas principalmente relacionadas al metabolismo primario y a la traduccion; sin
embargo, también se encontraron algunas proteinas acetiladas del metabolismo
secundario, entre ellas la proteina StrM, involucrada en la biosintesis de la estreptomicina.
(Ishigaki et al., 2017).

La regulacién por acetilacién mas caracterizada es la que modula a la acetil-CoA sintetasa,
no obstante, la acetilacion de lisinas puede también ocurrir en proteinas involucradas en
procesos no metabdlicos (Ouidir et al., 2016). La proteina CheY, regulador de la quimiotaxis
de E coli, es susceptible a acetilacién en respuesta al estado metabdlico de la célula y
puede ser desacetilado por CobB. Al ser modificada, su punto isoeléctrico cambia, lo cual

impide su interaccién con otras proteinas y afecta el movimiento flagelar (Li et al., 2010).

La transcripcion también puede ser regulada por acetilacion. En E. coli la RNA polimerasa
puede ser acetilada en varios residuos de diferentes subunidades (a, By B') y los patrones
de acetilacion dependen de las condiciones de crecimiento. Particularmente, la acetilacion
en el dominio a-carboxi-terminal regula el reconocimiento del promotor ya que ese dominio
interactia con una region de ADN rio arriba del sitio de iniciacion de la transcripcion o
también con ciertos factores de transcripcion. Se sabe que este dominio es acetilado en

respuesta a glucosa y otras fuentes de carbono (Lima et al., 2011).
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Antecedentes

Las bacterias del orden de los actinomicetos son los mayores productores de compuestos
bioactivos de importancia médica como antibidticos, antifingicos, inhibidores virales,
antiparasitarios, inmunosupresores, entre otros (Musiol-Kroll et al., 2019; Van Keulen y
Dyson, 2014). Dentro de los actinomicetos, el género Streptomyces produce cerca de la
mitad de los antibiéticos de origen microbiano (Chater, 2016; Gomez-Escribano y Bibb,
2011; Liu et al., 2013). Streptomyces coelicolor A3(2) fue elegido en un inicio como el
organismo modelo del género debido a que la produccién de antibidticos con pigmentacion
azul y roja permitia la discriminacion rpida de mutaciones que afectaban el metabolismo
secundario (Hopwood, 2007). Posteriormente, con la secuenciacion de su genoma se
desarrollaron métodos de manipulacién e ingenieria genética que han ayudado a estudiar

la genética y la biologia de los estreptomicetos.

Los estreptomicetos son bacterias Gram-positivas que se encuentran principalmente en el
suelo, tienen una morfologia filamentosa, diferente a las mas conocidas formas de bacilos,
cocos y espiroquetas. Su ciclo de vida es complejo y consiste en varios tipos de
diferenciacion celular y esporulacion; crecen en forma de hifas filamentosas que forman un
micelio, a partir de este micelio vegetativo emergen hifas aéreas en las que se desarrollan
esporas que pueden ser dispersadas por agentes fisicos (Figura 3). Tipicamente tienen un
solo cromosoma lineal, la cual es una topologia poco usual en bacterias (Van Keulen y
Dyson, 2014).

Figura 3. Colonias de Streptomyces
coelicolor A3(2).

Los estreptomicetos crecen en forma de hifas
filamentosas que dan lugar a un micelio basal del
cual emergen hifas aéreas. En el micelio aéreo
se forman las esporas, que dan el aspecto
pulverulento a las colonias. Tomado de Chater
(2016).
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El cromosoma lineal de S. coelicolor es de 8.7 Mb (Figura 4) con un contenido de G+C de
72%. Las 7825 secuencias codificantes se organizan en una region central de 4.4 Mb, lo
que es casi la mitad del tamafo total del cromosoma, y en dos brazos flanqueantes de 1.5
y 2.3 Mb. La region central contiene al origen de replicacién (oriC) asi como a la mayoria
de los genes que son esenciales para el crecimiento, mientras que en los brazos se
encuentran codificados muchos genes para biosintesis de metabolitos especializados. En

los extremos del cromosoma hay repeticiones invertidas que funcionan como telémeros y

se mantienen unidos por proteinas (Bentley et al., 2002).
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Figura 4. Representacién del cromosoma de Streptomyces coelicolor.

El circulo externo enumera las megabases e indica la regién central (azul oscuro), el origen de replicacién (Ori) y los brazos
(azul claro) del cromosoma; (C1 y C2) todos los genes en la cadena sentido y antisentido, respectivamente; (C3) genes
esenciales involucrados en division celular, replicacion de ADN, transcripcion, traduccion y biosintesis de aminoécidos; (C4)
genes no esenciales; (C5) elementos moviles; (C6) contenido de G+C; (C7) Sesgo de GC. Modificado de Bentley et al. (2002).
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Existe una sintenia considerable entre la regién central del cromosoma de S. coelicolor y
los genomas circulares de otras actinobacterias incluyendo a Mycobacterium tuberculosis
y Corynebacterium diptheriae, es decir, las posiciones relativas de los genes entre estas
especies estan altamente conservadas, lo cual sugiere la ancestria comun de las funciones
celulares primarias en las actinobacterias (Chandra y Chater, 2014). Por otro lado, se ha
visto que entre diferentes especies de Streptomyces los brazos presentan mayor
divergencia gendmica en comparacion con la region central. Los estreptomicetos también
presentan diversidad de plasmidos que difieren en tamafio, nimero de copias y topologia.
Los hay circulares covalentemente cerrados y lineales también, estos Ultimos tienen, al igual
gue el cromosoma, un origen de replicacién localizado al centro y secuencias terminales
repetitivas (Van Keulen y Dyson, 2014). La cepa de Streptomyces coelicolor M145 carece

de los plasmidos SCP1 y SCP2 que estan presentes en la cepa silvestre.

S. coelicolor es conocida por la produccion de los antibidticos pigmentados actinorrodina y
undecilprodigiosina, sin embargo, se ha reportado que en su genoma existen al menos 27
grupos o clusters de genes para la biosintesis de metabolitos secundarios especializados
(Nodwell, 2019). Un compuesto se considera como metabolito especializado si no aparenta
tener una funcién directamente involucrada en los procesos de crecimiento y desarrollo,
pero le confiere ventajas ecoldgicas y/o mayor competitividad biolégica al organismo
productor en su nicho ecoldgico (Van Keulen y Dyson, 2014) . La versatilidad metabdlica
de S. coelicolor se ve reflejada en la amplia variedad de clases de compuestos que es capaz
de producir, entre los cuales se encuentran policétidos, pironas, péptidos, sideréforos, y-
butirolactonas, butendlidos, furanos, terpenoides, acidos grasos, oligopirroles vy
desoxiazlicares. Como ejemplos de algunas de estas clases de compuestos estan los
policétidos actinorrhodina y coelimicina A; la undecilprodigiosina, compuesta por pirroles, y
el antibidtico dependiente de calcio, que es un lipopéptido (Liu et al., 2013). No obstante, la
estructura de cerca del 30% de los metabolitos especializados de este organismo aun esta
por elucidarse (Cihak et al., 2017; Van Keulen y Dyson, 2014) esto es debido a la presencia
de clusters o grupos de genes cripticos o silenciosos que no se activan en condiciones de
laboratorio (Challis, 2014; Tanaka et al., 2013).
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Métodos de transferencia de ADN para la manipulacién genética de
Streptomyces

El primer método que permiti6 la manipulacion genética en Streptomyces fue la
transformacion de protoplastos por medio de polietilenglicol (Bibb, Ward, y Hopwood, 1978).
Este procedimiento requeria una optimizacion extensiva y cuidadosa de la formacion de
protoplastos mediante la remocién de la pared celular utilizando enzimas, por lo que pocas
cepas eran transformables con este método (Musiol-Kroll et al., 2019). El uso de la
electroporacion para transferir plasmidos a Streptomyces aumentd el nimero de cepas
disponibles para modificar genéticamente, no obstante, cada una requeria condiciones
optimizadas (Pigac y Schrempf, 1995). La conjugacion intergénerica establecié una
alternativa para transferir plasmidos integrativos y replicativos de E. coli a Streptomyces
(Bierman et al., 1992).

Conjugacion intergenérica entre E. coli y Streptomyces

La conjugacién es un proceso de transferencia genética horizontal de una célula donadora
gue contiene uno o mas plasmidos conjugativos a una célula receptora. Los plasmidos
conjugativos de la mayoria de las bacterias pueden ser transferidos a microorganismos
lejanamente relacionados o incluso no relacionados. La conjugacion requiere contacto fisico
muy cercano entre las células y usualmente es mediado por proteinas codificadas en

plasmidos que poseen funciones de transferencia (Llosa et al., 2002).

La conjugacién es la manera mas eficiente de transferir grandes fragmentos de ADN a
Streptomyces y este método ha sido aplicado exitosamente para desarrollar cepas de
relevancia industrial (Netzker et al., 2016; Wang y Jin, 2014). Los vectores disefiados para
la conjugacion intergenérica contienen la secuencia oriT del plasmido RK2 y requieren
proteinas con la funcién de transferencia suplementadas en trans por la cepa donadora de
E. coli. Hay pardmetros criticos para una conjugacion eficiente que han sido estandarizados
para diferentes cepas de Streptomyces, como la concentracion, crecimiento y tratamiento
de las células donadoras y receptoras, el medio de conjugacion y las condiciones de

seleccién para la cepa receptora (Musiol-Kroll et al., 2019).

La conjugacion fue subsecuentemente desarrollada como parte de una metodologia que
permite la integracion del pldsmido al cromosoma de Streptomyces por recombinacion

homdloga (Kieser et al., 2000).
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Disrupcion de genes en Streptomyces coelicolor

Datsenko y Wanner (2000) desarrollaron un método para inactivar genes en E. coli
utilizando el sistema de recombinacion del fago A Red (Figura 5). Mediante PCR generaron
fragmentos que contenian genes de resistencia a antibiéticos con extensiones de 36 a 50
nucledétidos, homologas a las regiones adyacentes al gen a inactivar. Con la expresion
controlada de las proteinas del sistema A Red fue posible reemplazar genes en E. coli por
recombinacion homologa entre los productos de PCR vy las respectivas secuencias en el

cromosoma.

Step 1. PCR amplify FRT-flanked resistance gene

‘6’1
FRT
Pl Antibiotic resistance F:RT
Yy )
5

P2

Step 2. Transform strain expressing A Red recombinase
H1 H2
| Gene A ’ Gene B ] Gene C

Step 3. Select antibiotic-resistant transformants

FRT FRT

Antibictic resistance r
I Gene A Q{ /7 ///'JZI Gene C ’

Step 4. Eliminate resistance cassette using a FLP expression plasmid

FRT

| Gene A E:{:@ Gene C l

Figura 5. Estrategia para la disrupcidon de genes en E. coli con productos
generados por PCR.

La estrategia se basa en amplificar un gen de resistencia antibiética por PCR usando
oligonucledtidos con extensiones homdlogas (H1 y H2) de 36 nt (paso 1) para reemplazar una
secuencia cromosomal (e.g. gene B) por recombinacion homéloga mediada por el sistema A
Red (paso 2). Después de la seleccion (paso 3) el gen de resistencia puede ser eliminado con
la ayuda de un plasmido a partir del cual se exprese la recombinasa FLP que act(a en los
sitios FRT (paso 4). Tomado de Datsenko y Wanner (2000).

Gust et al. (2003) adaptaron este método para sustituir genes en S. coelicolor con cassettes
conformados por genes de resistencia a antibioticos, un oriT para transferir el ADN a S.
coelicolor por conjugacion intergenérica y sitios FRT (FLP Recognition Target, por sus

siglas en inglés) para la posterior escision del cassette por la recombinasa FLP.
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Estos cassettes son amplificados utilizando oligonucleétidos con extensiones
correspondientes al coddn de inicio del gen mas 36 ntrio arriba, y al codén de paro mas 36

nt rio abajo, dando un total de 39 nt para cada extension homaéloga.

El producto generado se electropora en E. coli, que cuenta con el sistema de recombinacion
A Redy el gen deinterés de S. coelicolor clonado en un cosmido. La recombinacion se lleva
a cabo entre el cassette y el césmido; el césmido sustituido es introducido en una cepa
deficiente de metilacion (ET12567) que funge como donador en la conjugacion para eludir
el sistema de restriccion de ADN metilado que posee S. coelicolor. La identidad de las
secuencias entre el cosmido y el cromosoma promueven la integracion del cassette por

recombinacion homologa.

Ademés del uso de césmidos, se ha optimizado también el uso de plasmidos para
interrumpir los genes de Streptomyces. Netzker et al. (2016) inactivaron genes de la
bacteria productora de rapamicina, Streptomyces iranensis HM 35, clonados en plasmidos
junto con regiones flanqueantes de 2 Kb. Los genes se sustituyeron con cassettes de
resistencia a apramicina y subsecuentemente se transfirieron los plasmidos sustituidos a S.

iranensis por conjugacion con E. coli.

Desde que se establecié este método, al cual llamaron REDIRECT, se ha utilizado para
interrumpir mas de 100 genes en S. coelicolor y también ha sido aplicado a otras especies
de Streptomyces (Gust et al., 2003; Hoff et al., 2017; Ishigaki et al., 2017; Qiu et al., 2011).

Acetilacion en S. coelicolor

El genoma de S. coelicolor codifica 77 probables acetiltransferasas GNAT (Tucker y
Escalante-Semerena, 2013). Con respecto a las desacetilasas se han identificado dos
sirtuinas dependientes de NAD*, CobB1 y CobB2, codificadas por el gen SCO0452 vy
SCO6464, respectivamente (Mikulik et al., 2012). Adicionalmente, el genoma de S.

coelicolor codifica una desacetilasa dependiente de Zn?* en el SCO3330 (Xu et al., 2017).

Mikulik et al. (2012) demostraron que CobB1 tiene actividad desacetilasa dependiente de
NAD* y es capaz de desacetilar a la acetil-CoA sintetasa (AcsA) in vitro, restableciendo su
actividad. Posteriormente, Zhang et al. (2019) caracterizaron a CobB2 como una sirtuina
con actividad desuccinilasa dependiente de NAD*. CobB1y CobB2 tienen una similitud del
36 y 32%, respectivamente, con CobB de E. coli (Li et al., 2020).
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Hasta la fecha no se ha publicado un estudio completo del acetiloma de S. coelicolor, sin
embargo, se han detectado diversas proteinas acetiladas que estan involucradas en
diferentes procesos celulares, como es el caso de AcsA, que es una proteina del
metabolismo central (Mikulik et al., 2012). La acetilacion también se ha visto involucrada
en el metabolismo del nitrdgeno de S. coelicolor. Amin et al. (2016) reportaron que el
regulador de nitrégeno GInR puede acetilarse en residuos de lisina en las posiciones 142,
153, 159 y 200; ademas encontraron que estas modificaciones podrian alterar la afinidad
de GInR por las secuencias promotoras de algunos de sus genes blanco. Posteriormente,
Xu et al. (2017) evidenciaron que GInR es capaz de interactuar con la regién promotora de
genes que codifican deacetilasas y de activar su transcripcién. Asimismo, en este estudio
evaluaron el estado de acetilacion de proteinas en las células en respuesta a la
disponibilidad de nitr6geno, encontrando una mayor acetilacion en condiciones de nitrdgeno
en exceso, en comparacion con nitrégeno limitado, debido a que hay una menor expresion
de los genes SC0O3330, SCO0452 y SCO6464.

Recientemente, se hall6 que la acetilacion esta involucrada en la segregacién del
cromosoma de S. coelicolor; ParB, una proteina importante para la segregacion del
cromosoma, puede acetilarse en la lisina 183 (Li et al.,, 2020). La acetilacién de ParB
disminuye la afinidad por sus secuencias blanco de ADN, parS. Ademas, se observé que
CobB1 puede desacetilar a ParB, lo cual aumenta su afinidad por el ADN.

En un proyecto anterior se determinaron los niveles de expresion de las enzimas que
participan en la via anaplerotica del fosfoenolpiruvato-piruvato-oxaloacetato y se encontro
gue la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), codificada por el SCO3127, es una enzima
clave en la regeneracion del oxaloacetato en este microorganismo cuando crece en
presencia de glucosa. Se observé que los niveles de ARNm correspondientes a este gen
no correlacionan con la baja actividad enzimatica de la PEPC, lo que puede sugerir que la

proteina esté modificada post-traduccionalmente (Llamas-Ramirez et al., 2020).

Estos datos, en conjunto con los que se han obtenido en estudios de otras especies de
Streptomyces, evidencian que la acetilacion es una modificaciébn post-traduccional
importante para la regulacion de distintos procesos celulares como el metabolismo primario,
incluyendo las vias de glucdlisis, ciclo de los acidos tricarboxilicos y gluconeogénesis, asi
como vias de biosintesis de metabolitos secundarios como antibiéticos (Ishigaki et al., 2017;
Liao et al., 2014).
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Justificacion

El género Streptomyces produce cerca de la mitad de los antibiéticos de origen microbiano,
ademas de otros metabolitos de interés médico y biotecnolégico (Chater, 2016). Es por ello
que estos organismos estéan siendo estudiados con la expectativa de que puedan contribuir
al desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, asi como proveer otros compuestos

bioactivos con aplicaciones médicas o industriales.

Streptomyces coelicolor es el organismo modelo del género debido a que se cuentan con
herramientas como su genoma secuenciado y métodos de manipulacion genética que estan
disponibles para estudiar su fisiologia. El estudio de su metabolismo secundario ha revelado
la presencia de numerosos grupos de genes para la produccion de metabolitos
especializados. Sin embargo, aun no se conoce a profundidad como se regula el
metabolismo primario que genera precursores para la biosintesis de antibi6ticos y otros

metabolitos.

Con los recientes hallazgos de modificaciones post-traduccionales y en particular de la
acetilacion como forma de regulacion del metabolismo en bacterias, ha surgido el interés
en el grupo de la Dra. Flores por investigar qué impacto tiene esta modificacién en el
metabolismo de la glucosa de S. coelicolor, para comprobar que en este microorganismo
también se regulan por acetilacion, enzimas que participan en la glucélisis y ciclo de los
acidos tricarboxilicos. Como parte de ese estudio se requiere una cepa mutante que tenga
la desacetilasa CobB1 deletada con el fin de evitar la desacetilacion de sus proteinas blanco

dentro de la célula para poder estudiar el acetiioma completo de S. coelicolor.
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Hipotesis

El aislamiento de una cepa deletada de Streptomyces coelicolor M-145 que carezca del gen
que codifica a la desacetilasa CobB1 es posible por doble recombinacién y la sustitucion

por un cassette de resistencia a un antibiotico.

Objetivos

Objetivo general

Obtener una mutante deletada del gen cobB1 (SCO0452) de S. coelicolor.

Objetivos particulares

e Clonar el gen cobB1 (SC0O0452) mas 1000 pb en ambos lados en el plasmido
pBluescript SK+.

e Sustituir el gen SCO0452 en el plasmido pBluescript SK+ por un cassette de
resistencia a apramicina usando el sistema de recombinacion ARED en E. coli
BW25113/plJ790.

e Conjugar a E. coli ET12567/pUZ8002/pBSKASC00452::aac(3)IV con S. coelicolor
M-145 para transferir el plasmido sustituido y obtener exconjugantes deletadas del
SCO00452 cromosomal.
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Materiales y métodos

Microorganismos

Las cepas de Streptomyces coelicolor M145, carente de los plasmidos SCP1 y SCP2, E.
coli TOP10F’, E. coli BW25113/plJ790 y E. coli ET12567/pUZ8002 fueron obtenidas de la

coleccion del laboratorio de la Dra. Flores.

Medios de cultivo

Medio MS (Mannitol Soya Flour Medium):

Agar 209
Mannitol 20¢g
Harina de soya 20¢g
Agua destilada 1000 ml

Medio LB:
Extracto de levadura 59
Triptona 10g
NacCl 10g
Agar 15¢
Agua destilada 1000 ml

Antibidticos utilizados:

Ampicilina (Sigma-Aldrich)
Tetraciclina (Sigma-Aldrich)
Apramicina (Sigma-Aldrich)
Cloranfenicol (Sigma-Aldrich)

Kanamicina (Sigma-Aldrich)

100 pg/mi

10 pg/ml
50 ug/ml
25 ug/ml
50 pg/ml
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Estrategia para la interrupcién del gen cobB1 de Streptomyces coelicolor

La estrategia general para sustituir el SCO0452 por un cassette de resistencia a apramicina,
esquematizada en la Figura 6 se adapt6 del método descrito por Gust et al. (2002).

Disefio de primers @ Preparacion de E. coli
39 nt
plJ773 20nt 39nt
<.

Transformacion

PCR @

Amplificacion del
cassette de sustitucion

Induccion de ARED
Electroporacién por L-arabinosa

E. coli BW25113 / plJ790

@ Sustitucion del gen
en el plasmido
E. coli BW25113 / plJ790 / pBSK+::SC00452

biz
PBSK+:SC00452
/\/ Scoo4s2 \f\

30°C Pérdida del plasmido
de recombinacion
A RED

@ Conjugacién y recombinacion

E. coli ET12567 | pUZ8002 / pPBSK+ASCO0452::aac(3)iV

PBSK+ASCO0452: aac(HIV puZ8002

37°C
Conjugacion
E. coli BW25113 | pBSK+ASCO0452::aac(3)IV con S. coelicolor

—

Streptomyces coelicolor ASCO0452::aac(3)IV

Transformacion de
ET12567

E. coli ET12567 | pUZ8002 / pBSK+ASC00452::aac(3)IV Q‘ a :&'

PESK»L8COMEE:are(3iV pUZ8002

Acotaciones:

aac(3)!V: gen de resistencia a apramicina
bla: gen de resistencia a ampicilina

cat: gen de resistencia a cloranfenicol

FRT: sitios de reconocimiento FLP

gam, bet, exo: promueven la recombinacion
oriT: origen de transferencia

pBSK+: pBluescript SK+

$CO00452: gen que codifica a cobB1

Figura 6. Representacion de la estrategia general para interrumpir el SCO0452. Adaptado de Gust (2002).
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Disefio de oligonucleétidos parala clonacion del fragmento extendido del gen
SCO00452

Se disefié un par de oligonucleétidos para amplificar y clonar un fragmento del ADN de S.
coelicolor conteniendo al gen SCO0452, de 900 pb, mas 834 pb rio arriba y 876 pb rio
abajo, correspondientes al SCO0451 y al SC0O0453, dando un total de 2610 pb. Los
oligonucledtidos de 20 nt complementarios a la secuencia se obtuvieron con la herramienta
Primer BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), a los cuales les fueron
afiadidos los sitios de restriccién para BamHI y EcoRlI en los oligonucle6tidos sentido (Sen)
y antisentido (Anti), respectivamente. Ademas, se afladieron 6 bases en cada uno para

favorecer la digestion del fragmento, como se observa en la Figura 7.

Sen: 5'-TGTITAGGATCCGTGACCAGGACGAACACTCE -3
Anti: 5'-TATTGAGAATTCCGAAGTACTCGATGCCCAGE -3

Figura 7. Oligonucleotidos para la amplificacion del fragmento extendido del

SC0O0452.
Bases complementarias al templado (rosa), sitio BamHI (amarillo), sitio EcoRI (azul), bases
adicionales (verde).

La temperatura de alineamiento fue calculada con la aplicacion Tm Calculator de Thermo
Fisher Scientific considerando Unicamente las bases complementarias al templado.
Adicionalmente, se verificd que los oligonucleétidos completos no formaran dimeros entre
ellos o estructuras secundarias por medio de la calculadora OligoCal. Los oligonucleétidos
fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis del Instituto de Biotecnologia de la UNAM
(Cuernavaca, Mor., México); sus caracteristicas se indican en la Tabla 1.
Tabla 1. Caracteristicas de los oligonucle6tidos complementarios al fragmento del SCO0452.
Oligonucledtidos SC00452-2610 Sentido SCO00452-2610 Antisentido
Longitud 20 nt 20 nt

Secuencia | YGTGACCAGGACGAACACTCC?® | "CGAAGTACTCGATGCCCAGG?®

% GC 60 % 60 %
Tm 61°C 60.9°C
Ta 64.4°C

Ta, temperatura de alineamiento; Tm, temperatura de fusion.
Amplificacion del fragmento extendido del SCO0452

El fragmento extendido del SCO0452 fue amplificado por PCR con un gradiente de

temperaturas de alineamiento. Se utilizé la enzima Platinum Pfx DNA Polymerase (Thermo
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Fisher Scientific), la cual tiene actividad exonucleasa 3'>5’ correctora y es apta para
amplificar ADN con alto contenido de GC. Se prepar6 una mezcla de reaccién en la cual se
agregaron 10 pul de buffer de amplificacion Pfx 10X, 3 ul de mezcla de dNTPs (10 mM), 2 ul
de MgS0O4 (25 mM), 10 ul de cada oligonucleétido (10 uM), 100 ng de ADN de Streptomyces
coelicolor, 4 ul de DMSO, 1 ul de polimerasa Platinum Pfx y se llevé el volumen a 100 pl
con agua grado biologia molecular. Esta mezcla se reparti6 en 8 tubos de reaccion, se
colocaron en el termociclador (T100, BioRad) y se corrié el programa indicado en la Tabla

2 con un gradiente de temperatura de alineamiento de 56 a 62°C.

Tabla 2. Programa para amplificar el fragmento del SCO0452.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion
o 94°C 03:00 1
inicial
Desnaturalizacion 94°C 00:15
Alineamiento 56-62°C 00:30 30
Extension 68°C 03:00
Extension final 68°C 05:00 1

El producto de PCR fue analizado por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% en buffer
TAE 1X con bromuro de etidio (10 pug/ml) a 100 V por 60 minutos. Como marcador de peso

molecular se utiliz6 el GeneRuler 1 kb (Thermo Fisher Scientific).

Purificacion del producto y secuenciacion

Los productos de la PCR se purificaron utilizando un dispositivo conformado por una punta
de micropipeta de 200 pl con filtro, colocada dentro de un tubo de microcentrifuga de 1.5
ml. Una vez recortada la banda del gel, se coloco dentro de la punta con filtro del dispositivo
y se congelo a -20°C durante 5 minutos. Inmediatamente se centrifugé a 13000 rpm durante
3 minutos, a temperatura ambiente. El proceso de congelacién y centrifugacion (Patharkar,
2019) se repitio dos veces. El amplicon de ADN recuperado se precipité con 2 volumenes
de etanol absoluto frio y 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2, posteriormente
se incubd a -20°C por 24 horas. EI ADN precipitado se recupero por centrifugacién a 14000
rpm por 20 minutos a 4°C y se lavo con etanol al 70% frio dos veces. El precipitado se secé

a temperatura ambiente, se resuspendié con agua grado biologia molecular y se determin6
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la concentracion de ADN en un espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific).

Con el producto purificado se prepar6 una reaccion de secuenciacion por ciclado térmico
con el kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing v3.1 (Applied Biosystems). La reaccion se
prepar6 mezclando 4 ul de BigDye™ Terminator 3.1 Ready Reaction Mix, 4 ul del oligo
SCO0452-Fw (1 uM), 1 ul (80 ng) del amplicén purificado y 1 ul de agua grado biologia
molecular en un tubo de PCR. El tubo se coloco en el termociclador y se corrié el programa
de secuenciacion mostrado en la Tabla 3.

Tabla 3. Programa de secuenciacion por ciclado térmico.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion
o 96°C 01:00 1
inicial
Desnaturalizacion 96°C 00:10
Alineamiento 50°C 00:05 25
Extension 68°C 04:00

Cuando termind el programa del termociclador, los productos fueron purificados pasandolos
por una columna de Sephadex G50, colocada en un tubo colector, la cual fue centrifugada

a 2700 rpm por 2 minutos.

Una vez purificada, la muestra fue llevada al Laboratorio de Secuenciacién Gendémica de la
Biodiversidad y de la Salud, del Instituto de Biologia de la UNAM (Ciudad Universitaria,

CDMX) en donde se obtuvo la secuencia.

Después de obtener la secuencia del producto de PCR, se realiz6 un alineamiento con el
genoma de S. coelicolor utilizando la herramienta BLAST del servidor NCBI para determinar

los genes que se amplificaron.

Preparacion del vector pBluescript SK+

El plasmido pBluescript SK+ (pBSK+) con el gen de resistencia a ampicilina y con un sitio
de clonacién multiple que incluia los sitios de para BamHI y EcoRlI se eligié como vector de

clonacion. Para propagarlo se transformaron células de E. coli TOP10F’ por shock térmico.
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Un stock de células quimicamente competentes de E. coli TOP10 F’ fue descongelado en
hielo durante 10 minutos. En el tubo se colocaron 60 ng de plasmido y se mezcld
suavemente. Se incubo en hielo por 45 minutos, luego a 37°C por 15 minutos y nuevamente
en hielo por 3 minutos. Se afiadié 1 ml de medio LB estéril y se incub6 en agitacion a 37°C
durante una hora. Después de este tiempo se centrifugaron las células a 13000 rpm por 1
minuto, se descarto el sobrenadante y se resuspendieron en la gota de medio restante para
sembrarlas en una caja de LB con ampicilina (100 pg/ml), tetraciclina (10 pg/ml), IPTG (140
uM) y X-Gal (240 pg/ml). Tras 24 horas se seleccionaron cuatro colonias azules para ser
resembradas en una caja nueva de LB con los mismos antibioticos, IPTG y X-Gal. Un dia
después se prepararon cultivos de dos colonias en 10 ml de LB liquido con ampicilina (100
ug/ml) y tetraciclina (10 pg/ml) y se incubaron en agitacion a 200 rpm y 37°C por toda la
noche. Posteriormente, se tomaron 3.5 ml de cada cultivo para purificar plasmido con el kit
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System de Promega. Siguiendo el protocolo de
purificacién recomendado por el fabricante, se centrifugaron las células de cada muestra
para retirar el medio de cultivo y suspenderlas en 250 ul de buffer de resuspensiéon mediante
agitacion en vortex. Posteriormente se transfirié la solucion a tubos de 1.5 mly se agregaron
250 ul de buffer de lisis, se mezcld por inversiones suavemente y se incubo por 5 minutos
hasta que la solucion clarificase. Se afiadieron 10 ul de proteasa alcalina, se mezclé y se
incubo por 5 minutos a temperatura ambiente. Inmediatamente después se agregaron 350
ul de buffer de neutralizacién, se mezcl6 por inversiones y se centrifugé a 13000 rpm por
10 minutos. El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se centrifugd por 10 minutos
mas para después ser transferido a una columna colocada dentro de un tubo colector. Las
columnas fueron centrifugadas por 1 minuto a 13000 rpm; se descarto el eluato y se lavo la
columna con 750 pl de buffer de lavado, centrifugando nuevamente por 1 minuto. El eluato
fue descartado y se repitio el lavado con 250 ul de buffer de lavado. Las columnas se
transfirieron a tubos de 1.5 ml limpios para centrifugarlas por 3 minutos y remover el etanol
residual; después se transfirieron nuevamente a tubos de 1.5 ml estériles y se eluyo el
plasmido con 100 pl de agua libre de nucleasas, centrifugando por 1 minuto. La
concentracion de cada muestra de plasmido se cuantific6 empleando el NanoDrop y

posteriormente fueron almacenadas a -20°C.
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Digestion del plasmido pBluescript SK+y del amplicon SCO0452 extendido

El plasmido y el inserto fueron digeridos con las enzimas de restriccion BamHI y EcoRI Fast
Digest (Thermo Fisher Scientific), que permiten realizar reacciones de digestién con
multiples enzimas simultaneamente. Los reactivos se combinaron en tubos de 0.6 ml, en el
orden indicado en las tablas Tabla 4 y Tabla 5, se mezclaron por agitacién y se incubaron
a 37°C por 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se inactivaron las enzimas incubando a
80°C por 5 minutos.

Tabla 4. Mezcla de reaccion de la doble digestién del pBluescript

SK+.
Reactivo Volumen (ul)

Agua GBM 12
10X FastDigest Buffer 7
pBSK+ (60 ng/ul) 45
FastDigest EcoRl 3
FastDigest BamHI 3

Volumen total 70

Tabla 5. Mezcla de reaccion de la doble digestién del inserto con el

SCO0452.
Reactivo Volumen (ul)

Agua GBM 4.5
10X FastDigest Buffer 2.5
ADN SCO0452 (80 ng/ul) 15
FastDigest EcoRI 1.5
FastDigest BamHI 15

Volumen total 25

El plasmido y el inserto, digeridos en cada reaccion, fueron precipitados con 1/10 de
volumen de acetato de sodio 3 M a pH 5.2 y 2 volumenes de etanol absoluto, en incubacién
a -20°C; el plasmido se incubd durante 24 horas y el inserto durante 2 horas. Ambos fueron
centrifugados a 14000 rpm por 20 minutos a 4°C y lavados con etanol al 70% dos veces.
Los precipitados se secaron a temperatura ambiente y fueron resuspendidos en agua grado

biologia molecular. Se determin6 su concentracion utilizando el NanoDrop.

Ligacion del plasmido y el inserto

Para ligar los productos de la digestion se empled la enzima T4 DNA Ligase (Promega). Se

calculé una proporcién molar 3:1 entre el inserto y el plasmido de la siguiente manera:

ng de plasmido x kb del inserto X 3 _ ne de inserto
kb del plasmido 118
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225ngx2.6kb 3 _ .
e X7 605 ng de inserto

Estos fueron mezclados con la ligasa en un coctel de reaccion, indicado en la Tabla 6, el

cual fue incubado a 10°C por 16 horas.

Tabla 6. Mezcla de reaccién de ligacion del pBSK+

y el SCO0452.

Reactivo Volumen (ul)
pBSK+ digerido 2.5
SCO00452 digerido 5.5
Ligase Buffer 10X 1.2
T4 DNA Ligase 1
Agua GBM 1.8

Volumen total 12

Transformacion de E. coli TOP10F’ con el producto de la ligacién

Todo el producto de ligacién fue transformado en E. coli TOP10F’ por shock térmico
siguiendo la metodologia ya descrita en la preparacion del vector. Se sembraron 50 ul de
suspension celular en LB con ampicilina (100 pg/ml), tetraciclina (10 pug/ml), IPTG (140 uM)
y X-Gal (240 pg/ml). Como control, se realiz6 también la transformacion del pBSK+ vacio
(60 ng) y se sembraron 100 pl de suspension celular en una caja de LB idéntica a la descrita
previamente. Las cajas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas. Después de la
incubacién, se resembraron algunas colonias blancas conteniendo el plasmido pBluescript
SK+::SC0O0452 en el mismo medio.

Ensayo de lisis de colonias en gel

De las colonias resembradas se seleccionaron 11 para observar si tenian el inserto por
medio de lisis en gel. Esto se realizé preparando un gel desnaturalizante de agarosa 0.8%
con SDS 0.5% y bromuro de etidio (10 ug/ml) en buffer TAE 1X. Se prepararon dos
soluciones, etiquetadas como Solucion 1y Solucién 2 (TablasTabla 7 y Tabla 8). Asimismo,
se prepar6 una solucion de lisis disolviendo 1 mg de lisozima en 10 ml de Solucion 1. Se
etiquetaron microtubos de fondo plano con los nimeros de las colonias, adicionalmente, se
etiquetd un tubo como Control. En todos los tubos se colocaron 20 ul de Solucién 1y se
inoculdé una asada de la colonia correspondiente; como control se inocul6 una colonia de E.

coli TOP10F’/pBSK+. Los indculos fueron homogeneizados completamente agitando el asa
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en el liquido. Posteriormente, se agregaron 20 ul de solucién de lisis a cada muestra y se
mezclé por golpeteo para después cargar 15 ul de mezcla en cada pozo del gel, seguido
de 10 ul de solucién 2. El gel se corrié a 50 V por 30 minutos para promover el ingreso
preferencial de los pladsmidos al gel y luego a 100 V por 1 hora 15 minutos. El control fungié
como referencia para comparar la migraciéon del pldsmido sin inserto y con inserto. Al
finalizar el corrimiento se fotografi6 en un fotodocumentador (Gel Logic 2200 Imaging
System, Kodak).

Tabla 7. Composicion de la Solucion 1 paralalisis
de colonias en gel.

Solucién 1
Componente Concentracion final
Sacarosa 250 g/L
Tris-HCI 1M pH 8 25 mM
EDTA 0.5M 25 mM

Tabla 8. Composicién de la Solucién 2 para la lisis

de colonias en gel.

Solucion 2
Componente Concentracion final
Sacarosa 250 g/L
SDS 100 g/L
Tris-HCI 1M pH 8 25 mM
Azul de bromofenol 700 mg/L

Purificacion y digestion de los pladsmidos purificados

De las 11 colonias analizadas por lisis en gel se seleccionaron cuatro para purificar el
plasmido pBluescript SK+::SC0O0452. Para esto, se prepararon cultivos liquidos de cada
colonia en 5 ml de LB con ampicilina (100 pug/ml) y tetraciclina (10 pg/ml), y se incubaron
en agitacion a 200 rpm y 37°C toda la noche. Se tomaron 3 ml de cada cultivo y se purifico
plasmido siguiendo la metodologia ya descrita en la preparacion del vector. La

concentracion de los plasmidos se cuantificé en el NanoDrop.
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Digestion de los plasmidos

Para observar el tamafio de los plasmidos, asi como verificar el tamafio del inserto se
realizaron digestiones sencillas y dobles con las enzimas BamHI y EcoRI FastDigest
(Thermo Fisher Scientific), ademas se empled el 10X FastDigest Green Buffer, el cual
contiene un buffer de carga para correr las muestras en un gel directamente después de
que lareaccidn se lleva a cabo. Las reacciones de digestidén sencilla (Tabla 9) se efectuaron
con la enzima BamHI. En las reacciones dobles (Tabla 10) se emplearon tanto BamHI como
EcoRlI. Los dos tipos de reacciones se incubaron por 5 minutos a 37°C. Después de este

tiempo se inactivaron las enzimas incubando a 80°C por 5 minutos.

Tabla 9. Mezcla de reaccién de la digestién sencilla de los
pladsmidos con insertos.

Reactivo Cantidad
10X FastDigest Green Buffer 1
Plasmido 240 ng
FastDigest BamHI 1l
VVolumen total 10 pl

Tabla 10. Mezcla de reaccion de la digestion doble de los
plasmidos con inserto.

Reactivo Cantidad
Agua GBM 8l
10X FastDigest Green Buffer 2l
Plasmido 240 ng
FastDigest BamHI 1
FastDigest EcoRl 1
Volumen total 20 pl

Se prepar6 un gel de agarosa al 0.8% en buffer TAE 1X para realizar la electroforesis de
los plasmidos, asi como de los plasmidos digeridos. El marcador de peso molecular utilizado
fue el GeneRuler 1 kb (Thermo Fisher Scientific).

Secuenciacion del plasmido pBSK+::SC0O0452

El plasmido con inserto pBSK+::SC00452, fue secuenciado por ciclado térmico con el kit
Big Dye Terminator Cycle Sequencing v3.1 (Applied Biosystems). La reaccion de
secuenciacion se preparo mezclando 4 ul de BigDye™ Terminator 3.1 Ready Reaction Mix,

1 ul del oligonucledtido del promotor T7 (4 pmol/ul) y 5 ul de pBSK+::SC0O0452.

El ciclado de secuenciacion fue el mismo que el indicado en la Tabla 3. De igual forma, se
purificé el producto pasandolo por una columna de Sephadex G50 colocada en un tubo
colector y centrifugando a 2700 rpm por 2 minutos. La muestra fue llevada al Laboratorio

de Secuenciacion Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud, del Instituto de Biologia de
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la UNAM en donde se llevo a cabo la electroforesis capilar y la obtencién de la secuencia.
Esta fue alineada con el genoma e S. coelicolor por medio de la herramienta BLAST para

comprobar la region que se cloné en el plasmido.

Disefio de los oligonucleétidos para amplificar el cassette extendido de

resistencia a apramicina

Siguiendo la metodologia de Gust et al. (2002), se disefiaron oligonucleétidos para
amplificar un cassette extendido de resistencia a apramicina que se encuentra en el
plasmido plJ773, que sustituira al gen SC0O0452 en S. coelicolor. Los oligonucledtidos de
58 y 59 nt, incluyeron 39 nt en el extremo 5’ complementarios a secuencias adyacentes al
SCO00452, como se indica en la Figura 8. Los 39 nt del oligonucledtido sentido se contaron
rio arriba del gen a partir del codén de inicio ATG, mientras que los del oligonucleétido
antisentido se contaron rio abajo a partir del codén de paro TGA. En el extremo 3’ de los
oligonucledtidos se afiadié una secuencia de 19 o 20 nt correspondientes a la secuencia
del cassette de resistencia a apramicina del plasmido plJ773, indicados en rojo en la Tabla
11.

Tabla 11. Caracteristicas de los oligonucle6tidos para la amplificacion del cassette extendido de
resistencia a apramicina.

Oligonucledtidos REDIRECT Sentido REDIRECT Antisentido
Longitud 58 nt 59 nt

¥CGCCGGGGACCGCGGCGCGTTCC | YAGATTTCCGGTCCCGTGCGCGACG
Secuencia | GTACCCTTGCCGCATGATTCCGGG CGGGCTGCCTGGTCATGTAGGCTG

GATCCGTCGACC? GAGCTGCTTC?¥
% GC 72.88 % 65.52 %
Tm* 60°C 65°C
Ta* 55°C

Ta, temperatura de alineamiento; Tm, temperatura de fusion. *Valores calculados a partir de
las secuencias complementarias al plJ773 resaltadas en rojo.

Los oligonucleétidos fueron sintetizados por ADN Sintético SAPI DE CV (México). El tamafio
del amplicén se determind sumando los 1369 pb del cassette de apramicina con los 78 nt
correspondientes a la regidn flanqueante del SCO0452, dando un total de 1447 pb (Figura
8).
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39 nt de la hebra sentido terminando 39 nt de la hebra antisentido terminando

en el codon de inicio ATG en el codon de paro
L NNN ... ATG TGA ... NNN
NN .. TAC SCO0452

20 nt: 5'ATT CCG GGG ATC CGT CGA CC 3'
Primer forward 59 nt 19 nt: 5' TGT AGG CTG GAG CTG CTT C 3'

[NNN ... ATG >20nt>

FRT Apra® oriT  FRT

<19nt{ ACT ... NNN]
Primer reverso 58 nt

Cassette

Figura 8. Disefio de oligonucleodtidos para la amplificacion del cassette
extendido de resistencia a apramicina. Modificado de Gust et al. (2002).

Amplificacion del cassette extendido de resistencia a apramicina

La reaccién de PCR se prepar6 por duplicado mezclando 5 ul de buffer de amplificacion Pfx
10X, 1 ul de mezcla de dNTPs (10 mM), 1 ul de MgSO4 (50 mM), 1 ul de DMSO, 1.5 ul de
cada oligonucleétido (10 uM), 400 ng de plasmido plJ773, 0.4 ul de polimerasa Platinum
Pfx, se llevo el volumen a 50 ul con agua grado biologia molecular y se corrié con un
programa de ciclado térmico basado en el protocolo de Gust et al. (2002), indicado en la
Tabla 12. El producto se corrié en un gel de agarosa al 0.8% en buffer TAE 1X a 100 V por
1 hora. El gel se fotografi6 en un fotodocumentador y se recortd la banda del peso
correspondiente al cassette para purificar el amplicon por el método de congelacion y
centrifugacién descrito anteriormente. Este proceso se repitid 3 veces para extraer la mayor

cantidad de ADN de la agarosa.
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Tabla 12. Programa de ciclado para la amplificacién del cassette extendido de
resistencia a apramicina.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion
e 94°C 03:00 1
Desnaturalizacion 94°C 00:45
Alineamiento 50°C 00:45 15
Extension 68°C 01:30
Desnaturalizacion 94°C 00:45
Alineamiento 55°C 00:45 20
Extension 68°C 01:30
Extension final 68°C 05:00 1

El ADN del amplicon se precipité agregando 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M a pH
5.2 y dos volumenes de etanol absoluto, incubando a -20°C durante 24 horas. Se recuperé
el ADN centrifugando a 14000 rpm a 4°C y se realizaron dos lavados con etanol al 70%. El
precipitado se secd a temperatura ambiente y se resuspendié en agua grado biologia

molecular. Posteriormente se determiné la concentracion usando el NanoDrop.

Secuenciacion del cassette extendido de resistencia a apramicina

Se prepar6 la reaccion para secuenciacion del cassette por ciclado térmico usando el kit
Big Dye Terminator Cycle Sequencing v3.1 (Applied Biosystems). Se mezclaron 4 pul de
BigDye™ Terminator 3.1 Ready Reaction Mix, 4 ul del oligonucleétido Cassette-Fw (1 uM),

1 ul de templado y 1 ul de agua grado biologia molecular.

La reaccion se sometid al programa de secuenciacion indicado en la Tabla 3.
Posteriormente, se purificd el producto de reaccién paséndolo por una columna de
Sephadex G50 colocada en un tubo colector y centrifugando a 2700 rpm por 2 minutos. La
secuencia fue obtenida por el Laboratorio de Secuenciacion Gendémica de la Biodiversidad
y de la Salud, del Instituto de Biologia de la UNAM. Posteriormente se realiz6 un
alineamiento con la herramienta BLAST para verificar que el cassette contara con las

regiones del SCO0452 y el gen de resistencia a apramicina.
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Preparacion de la cepa E. coli BW25113/plJ790

Para transformar a E. coli BW25113/plJ790 con el pBSK+::SC0O0452, se prepararon células
gquimicamente competentes de esta cepa. En primera instancia, se estriaron las células en
LB con cloranfenicol (25 pg/ml) y se incubaron a 30°C toda la noche. Posteriormente se
inocul6 una colonia aislada en 10 ml de LB con cloranfenicol y se incub6 a 30°C en agitacion
a 200 rpm toda la noche. En seguida, se diluyé el cultivo 1:100 en 100 ml de LB con
cloranfenicol (25 pg/ml) y se incub6 a 30°C y en agitacion a 200 rpm hasta alcanzar una
ODsoo de 0.5. Una vez alcanzada esta densidad, las células se incubaron en hielo durante
10 minutos para luego centrifugarlas a 4000 rpm por 7 minutos a 4°C. Después de decantar
el medio, las células se resuspendieron suavemente en 30 ml de solucién TFB-1 (Tabla 13)
fria y se incubaron en hielo durante 30 minutos. Posteriormente se centrifugaron
nuevamente en las mismas condiciones, se decant6 el sobrenadante y se resuspendio el
precipitado en 4 ml de solucion TFB-II estéril fria (Tabla 14). Esta suspension se congelo
en alicuotas de 100 ul dando un shock térmico por frio con hielo seco en etanol. Las
alicuotas de células competentes se almacenaron a -70°C.

Tabla 13. Composicion de la solucién TFB-I

con pH5.8.

Componente g/L

Acetato de potasio
2.94

30 mM
MnCl; 50 mM 9.88
RbCI 10 mM 12.08
CaClz 10 mM 1.48
Glicerol al 15% 150

Tabla 14. Composicion de la solucion TFB-II

con pH 7.0.
Componente o/L
MOPS 10 mM 2.08
CaCl, 75 mM 11
RbCI 10 mM 1.2
Glicerol al 15% 150
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Transformacién de E. coli BW25113/plJ790 con el pBSK+::SC0O0452

Siguiendo el protocolo de transformacion por shock térmico ya descrito, se utilizaron 120
ng del pBSK+::SC0O0452 para transformar a E. coli BW25113/plJ790 y se sembraron 200
ul de suspensioén celular en una caja de LB con cloranfenicol (25 pg/ml) y ampicilina (100
ug/ml) y se incub6 a 30°C por 24 horas. Las colonias crecidas fueron resembradas e

incubadas a 30°C.

Electroporaciéon del cassette de apramicina en E. coli BW25113/
plJ790/pBSK+::SC0O0452

Se inocul6 una colonia aislada de E. coli BW25113/plJ790/pBSK+::SC00452 en 5 ml de LB
con cloranfenicol (25 pg/ml) y ampicilina (100 pg/ml) y se incubd el cultivo a 30°C en
agitacion a 200 rpm toda la noche. Posteriormente se inocularon 100 ul del cultivo en 10 ml
de medio SOB con cloranfenicol (25 pg/ml), ampicilina (100 pg/ml) y L-arabinosa (10 mM)
para inducir el sistema A Red. Se incub6 a 30°C en agitacion a 200 rpm hasta que alcanzar
una ODeggo de 0.4. Las células se recuperaron centrifugando a 4000 rpm por 5 minutos a
4°C, el medio se decant6 y se resuspendieron en 10 ml de glicerol al 10% frio. Se repitié la
centrifugacion y se resuspendié el pellet en 5 ml de glicerol al 10%. Las centrifugaron una
tercera vez, se decant6 el sobrenadante y se resuspendié el pellet celular en el glicerol
residual (~100 pl). Se colocaron 50 pl de esta suspension celular en un tubo de 1.5 ml, se
afiadieron 160 ng de cassette y se mezclé suavemente. La mezcla fue transferida a una
celda de electroporacién previamente enfriada, se introdujo en el electroporador (BioRad,
modelo Gene Pulser 1l) y se activd la descarga eléctrica. Inmediatamente después se
afadio 1 ml de LB frio a la suspension celular y se transfirié a un tubo de 1.5 ml para incubar
a 37°C en agitaciéon a 200 rpm durante 1 hora. Después de este tiempo de recuperacion,
se sembraron 100 ul en una caja (1) de LB con ampicilina (100 pg/ml) y apramicina (50
ug/ml). El resto de la suspension celular se centrifugdé a 13000 rpm por un minuto, se
decant6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet en el medio residual para sembrarlo en
otra caja (2) de LB con ampicilina y apramicina a las mismas concentraciones. Las cajas se
incubaron a 37°C por 16 horas. Las colonias crecidas en la caja 2 fueron resembradas en

LB con los mismos antibioticos.
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Verificaciéon de la sustitucion por PCR

Para confirmar la sustitucién del SCO0452 por el cassette de resistencia a apramicina en
las colonias transformantes de E. coli BW25113 se sintetiz6é un par de oligonucleétidos que
se alinean fuera de la zona afectada por la recombinacion, cuya secuencia y caracteristicas

se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Caracteristicas de los oligonucel6tidos para verificacion de la
sustitucién del SCO0452.

Oligonucledtidos | Sust-SCO0452 Forward Sust-SCO0452 Reverse
Longitud 20 nt 20 nt
Secuencia 5§CAGCTCTTCACCGTCAGG 2:TCGTGAGGTGCGAGGACTGT
% GC ! 60 % 60 %
Tm 63.3°C 64.3°C
Ta 66°C

Ta, temperatura de alineamiento; Tm, temperatura de fusion.

Estos oligonucleétidos se disefiaron para amplificar un producto de 1240 pb usando como
templado el plasmido no sustituido, pBSK+::SC0O0452, y uno de 1717 pb usando el
plasmido sustituido con el cassette de resistencia a apramicina, nombrado
pBSKASCO0452::aac(3)IV. Se probaron en una
pBSK+::SC0O0452 como templado. En esta reaccion se agregaron 5 ul de buffer de

amplificacién Pfx, 1 ul de mezcla de dNTPs (10 mM), 1 ul de MgSO4 (50 mM), 1 ul de DMSO,

reaccion de PCR wusando el

1.5 ul de cada oligonucleétido, 90 ng de templado, 0.4 ul de polimerasa Platinum Pfx y se
llevé a 50 ul con agua grado biologia molecular. Se amplifico el producto usando las

condiciones indicadas en la Tabla 16.

Tabla 16. Programa de ciclado para la verificacion de la sustitucién del SCO0452.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion
o 94°C 03:00 1
inicial
Desnaturalizacion 94°C 00:45
Alineamiento 66°C 00:30 30
Extensioén 68°C 01:30
Extension final 68°C 05:00 1
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El producto se corrio en un gel de agarosa al 0.8% en buffer TAE 1X a 100 V por 1 hora
junto con un marcador de peso molecular de 1 kb (Thermo Fisher Scientific). El gel se
fotografio en un fotodocumentador,

Se seleccionaron 4 colonias transformantes y se prepararon cultivos de cada una en 5 mi
de LB liquido con ampicilina (100 pg/ml) y apramicina (50 pg/ml); se incubaron a 37°C toda
la noche. De cada cultivo se tomaron 3 ml para purificar plasmido siguiendo el protocolo del
kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System ya descrito. Los plasmidos
purificados se cuantificaron y se usaron como templado para las reacciones de PCR, en las
cuales se utilizaron las mismas condiciones, pero usando 200 ng de cada plasmido. Como

control se prepar6 una reaccién usando el pBSK+::SC00452 como templado.

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 0.8% en buffer TAE 1X a 100

V por 1 hora, junto con el marcador de peso molecular de 1 kb (Thermo Fisher Scientific).

Adicionalmente, se disefiaron oligonucle6tidos complementarios a la secuencia interna del
gen de resistencia a apramicina, aac(3)IV, con los cuales se prepard una reaccion de PCR
usando 5 pl de buffer de amplificacion Pfx, 1 ul de mezcla de dNTPs (10 mM), 1 ul de
MgSOs (50 mM), 1 ul de DMSO, 1.5 pul de cada oligonucleétido, 100 ng de
pBSKASCO0452::aac(3)IV, 0.4 ul de polimerasa Platinum Pfx y se llevo a 50 ul con agua

grado biologia molecular. Las condiciones de amplificacion se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Programa de ciclado para la verificacion de la presencia del gen de
resistencia a apramicina.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion
o 94°C 03:00 1
inicial
Desnaturalizacion 94°C 00:45
Alineamiento 56°C 00:30 30
Extension 68°C 00:30
Extension final 68°C 05:00 1

El producto se corrié en un gel de agarosa al 1.5% en buffer TAE 1X junto con un marcador
de peso molecular de 100 pb (Vivantis, VC 100 bp Plus DNA Ladder). El gel se corrié a 100
V por 1 hora.
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Transferencia del plasmido pBSKASCO0452::aac(3)I[V a Streptomyces
coelicolor por conjugacion con E. coli ET12567/pUZ8002

Las células competentes de la cepa de E. coli ET12567/pUZ8002 se prepararon siguiendo

la misma metodologia usada para la cepa BW25113/plJ790.

Por medio de shock térmico se transformaron 200 ng del pladsmido sustituido
pBSKASCO0452::aac(3)IV en E. coli ET12567/pUZ8002. Las células transformantes fueron
seleccionadas sembrando 200 ul en cajas conteniendo agar LB con ampicilina (100 pg/ml)
y apramicina (50 ug/ml), incubando a 37°C por 24 horas. Cuatro colonias transformantes
fueron seleccionadas y resembradas en LB con apramicina (50 pg/ml), cloranfenicol (25

ug/ml) y kanamicina (50 ug/ml) y se incubaron a 37°C.

Posteriormente se prepar6 un cultivo liqguido de E. coli ET12567/pUz8002/
pBSKASCO0452::aac(3)IV en 10 ml de LB con apramicina, cloranfenicol y kanamicina en
las concentraciones indicadas previamente. El cultivo se incubé toda la noche a 37°C. Se
inocularon 100 pl de este cultivo en 10 ml de LB con los mismos antibiticos y se incubo a
37°C en agitacién a 200 rpm hasta que se alcanzé una densidad 6ptica de 0.4. Las células
se centrifugaron a 4000 rpm por 7 minutos y se lavaron con 10 ml de LB para remover los

antibidticos; este proceso se realizo dos veces. Después se resuspendieron en 1 ml de LB.

A partir de un cultivo de Streptomyces coelicolor en agar MS se obtuvieron 108 esporas que
fueron resuspendidas en 1.5 ml de medio 2xYT, se tomaron 100 ul y se diluyeron en 500 pl
de medio 2xYT. A esta suspension de esporas se le dio un shock térmico a 50°C por 10

minutos y se dejé enfriar a temperatura ambiente.

Después del shock térmico se mezclaron 500 ul de suspension de E. coli y 500 ul de
esporas, la mezcla se centrifugé brevemente, se decant6 el sobrenadante y se resuspendio
en el medio residual del tubo. A partir de esta mezcla se prepararon diluciones 107?, 107,
103y 10 con agua estéril, en un volumen total de 100 pl. Cada dilucién fue sembrada en
agar MS con MgCl, 10 mM y se incubé a 30°C. Después de 16 horas se afiadié 0.5 mg de
acido nalidixico y 1.25 mg de apramicina en cada caja y se continu6 la incubacion. Las
colonias exconjugantes que crecieron y esporularon fueron resembradas en agar MS con
apramicina (50 ug/ml) y acido nalidixico (25 pug/ml), se incubaron a temperatura ambiente y

posteriormente se almacenaron a 4°C.

43



Resultados y discusion

La técnica del REDIRECT desarrollada por Gust et al. (2002) para la sustitucién y delecion
de genes en Streptomyces coelicolor utiliza los cdsmidos generados para la secuenciacion
del genoma, sin embargo, el c6smido que contenia al gen SC0O0452 no se logr6é conseguir
por lo que se decidié clonar un fragmento de ADN que contenia a este gen flanqueado por
casi mil pares de bases de cada lado que permitieran la doble recombinacion. Por lo tanto,
se disefié un par de oligonucledtidos (Material y Métodos) con los sitios de restriccion para

BamHI y EcoRI para su posterior clonacion en el plasmido pBlueScript SK+.

Estos oligonucledtidos se utilizaron para amplificar un fragmento de ADN a partir del ADN
cromosomal de S. coelicolor y en la curva de temperatura realizada para amplificar el
fragmento del SCO0452 con regiones flanqueantes se observd una banda en el peso
esperado de 2634 pb en todos los carriles correspondientes a cada temperatura del
gradiente (Figura 9). Debido a que se amplific6 una gran cantidad de producto, se procedi6

a recortar la banda de cada carril para purificar el producto y secuenciarlo.
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Figura 9. Electroforesis de los
productos de la amplificacién del
fragmento del SCO0452 con un
gradiente de temperatura de
alineamiento (Ta°C).

La lectura de los nucleétidos arrojados por la secuencia en el electroferograma (Figura 10A)
y la basqueda de dichas secuencias con el programa BLAST (NCBI; Figura 10B) confirmé
que el fragmento contenia al SCO0451 y al SCO0452 (Figura 11). Dado que sélo se

secuencio por un extremo del amplicon usando el oligonucleétido sentido, no fue posible
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secuenciar al SCO0453, sin embargo, considerando el peso molecular del producto se

puede asumir que esta también contenido en el mismo.
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10 20 ] 90 100
TCG GCGGCGG CGGTAMCGGGTCACCGGG IJCTCGGTGCCCTC[-\GG ACGCCC-\GCGGGGGTCCGCCCTCGTCCCGGCA.G-\CCICCGCCCTGCCGICCGCCGIG

ANy \‘ OM

i A

~  Show

B
Sequences producing significant alignments load ~ ge Col
selectall 1sequences selected GenBank
o Max Total
Description Score Score
A3(2).strain CFB_NBC_0001 chromosome. complete genome 1914 1914

es coelicolor A3(2) complete genome; segment 2/29

1914 1914

Graphics  Distance tree of results
Query E Per.
Cover value Ident
99% 00 97.13% CP042324 1
99% 00 97.13% AL9391051

Accession

Figura 10. Secuenciacion y alineamiento del amplicon SCO0452.
(A) Electroferograma parcial del amplicon. (B) Resultados del alineamiento por BLAST.
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complement(<1..6087)
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complement(<1..607)

/gene="SC0@451"

/gene_synonym="SCFS1A.29¢"
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Mycobacterium tuberculosis SW:Y@7S_MYCTU (EMBL; 275555)
hypothetical 69.5 KD protein CY02B10.28C (653 aa), fasta
scores opt: 390 z-score: 451.1 E(): 9.1e-18 33.5X% identity
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SW:RSBU_BACSU (EMBL; L35574) sigma factor SibG regulation
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/codon_start=1

/transl_table=11
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complement(614..617)
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8 > 2
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813..>1127

/gene="5C0@452"

/gene_synonym="SCFS1A.30"

/note="SCFS1A.30, possible SIR2-like regulatory protein,

Figura 11.
S0O0452.

Informacion de la secuencia del amplicon

En los elementos de la secuencia se encuentran el SCO0451 vy el
SCO0452 pertenecientes a Streptomyces coelicolor.
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El fragmento obtenido de la PCR fue digerido con EcoRI y BamHI para insertarlo en los
sitios del pladsmido pBluescript SK+, generando asi el plasmido pBSK+::SC00452 de 5556
pb (Figura 12).

AmpR promoter

AmpR|

pBSK(+)::5C00452
5556 bp

lac promoter
llac operator]
[lacZdl
BamHI

Figura 12. Mapa del plasmido pBSK+::SC0O0452.

La mezcla de ligacion del plasmido con el inserto se transformé en E. coli TOP10F’ y se
seleccionaron las clonas positivas usando la técnica de cribado de colonias azules y
blancas. Esta técnica se basa en la utilizacion de una cepa que codifica una $-galactosidasa
inducible que carece de una secuencia llamada péptido a, por lo cual no es funcional. Al
proveer esta secuencia en trans, como es el caso con un plasmido, se complementa la B-
galactosidasa lo cual permite la metabolizacién de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-
galactopirandsido) que da como producto galactosa y el pigmento azul 5,5 -dibromo-4,4’-
dicloro-indigo. Cuando se inserta una secuencia en el sitio de clonacion multiple del
plasmido, el péptido a es interrumpido y no puede complementar a la B-galactosidasa, por
lo tanto, las colonias no metabolizan el X-Gal y permanecen blancas, esta diferencia de
color permite distinguir las clonas positivas (Green y Sambrook, 2012). Al sembrar la cepa
de E. coli transformada con el producto de ligacién crecieron pocas clonas positivas en
comparacion con las negativas (Figura 13), esto pudo deberse a una digestion incompleta

del plasmido por alguna de las dos enzimas y su consecuente religacion sin el inserto.
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Figura 13. Colonias obtenidas después de la transformaciéon con la mezcla de la
ligacion.

A) Control: E. coli TOP10F’ transformada con pBluescript SK+, B) E. coli TOP10F’ transformada con
el producto de la ligacion. Las clonas positivas blancas estan sefialadas por los circulos rojos.

Con algunas colonias blancas seleccionadas se realizé un ensayo de lisis de colonias en
gel. Este consiste en lisar las células directamente en un gel de agarosa desnaturalizante y
observar la migracion de los plasmidos para determinar cuales tienen inserto en
comparacion con un control sin inserto (pBluescript SK+). De las 12 colonias analizadas se
seleccionaron las 4 que presentaban una banda visible en un peso mayor al del control

debido a que el inserto de 2.6 kb se ligo en el plasmido de 2.9 kb (Figura 14).

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa
de colonias lisadas.

El primer carril corresponde a la colonia con el
pBSK+ (flecha roja, 2.9 Kb); los carriles marcados
con asterisco corresponden a las colonias que
presentaron plasmidos con inserto (flechas negras,
5.5 Kb).
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Con el fin de confirmar el tamafio de los insertos a partir de estas 4 colonias se purificaron
los plasmidos para realizar digestiones dobles con BamHI y EcoRl, y sencillas con BamHI.
Al analizar los productos de la digestion se observé el plasmido linealizado, resultado de la
digestién sencilla, con un peso de casi 6000 pb, mientras que en los productos de la
digestibn doble fue posible diferenciar las dos bandas de cerca de 3000 pb,
correspondientes al esqueleto del plasmido (2940 pb) y al inserto (2616 pb)
respectivamente (Figura 15).

1234567 8 91011

MP > «——»> «———» «—»
1kb

6000pb t- - e .

3000 pb - -

2500ph " - -
C—

Figura 15. Electroforesis de los productos de la
digestion de los plasmidos purificados.

Carriles 1, 4, 7, 10: plasmidos sin digerir. Carriles 2, 5, 8 ,11:
plasmidos digeridos con BamHI. Carriles 3, 6, 9: plasmidos
digeridos con BamHI y EcoRI.

En los carriles de las colonias 1, 12, 15 y 17 se presentaron las dos bandas
correspondientes al plasmido linealizado y al inserto, por lo que se escogio la colonia 12
para purificar el pldsmido y secuenciarlo para corroborar que realmente el inserto
correspondia al SCO0452 extendido.

La secuenciacion del plasmido pBSK+::SC0O0452 (Figura 16A) permitié detectar parte del
SCO00453 (Figura 17) ya que se utilizo el oligonucleétido del promotor T7, ubicado en el
extremo donde se encuentra el sitio de restriccion para EcoRI (Figura 12), con lo cual se

confirmé la clonacién del fragmento amplificado por PCR.
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Sequences producing significant alignments load ~ ge Col ¥ Show | 10V | @
selectall 1sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results
Descriplion Max Total Query E Per. e
P Score Score Cover value Ident
()i Streptomyces coelicolor A3(2) strain CFB_NBC_0001 ch complete genome 1413 1413 91% 00 97.82% CP0423241
Streptomyces coelicolor A3(2) complete genome: segment 2/29 1413 1413 91% 00 97.82% AL9391051

Figura 16. Secuenciacion y alineamiento del plasmido pBSK+::SC00452.
(A) Electroferograma parcial de la secuencia del plasmido. (B) Resultados del alineamiento por BLAST.

source 1..815
[/organism="Streptomyces coelicolor A3(2)"]
/mol_type="genomic DNA"
/serovar="A3(2)"
/db_xref="taxon:100226"

regulatory 70..73
/regulatory_class="ribosome_binding_site"
gene 83..>815

[/gene="sc00453"
/gene_synonym="SCF51A.31"

cos 83..>815
/gene="5C00453"
/gene_synonym="SCF51A.31"
/note="SCFS1A.31, probable secreted solute-binding
lipoprotein, len: 429 aa. Weakly similar to many putative
solute-binding proteins e.g. Bacillus subtilis
SW:YURO_BACSU (EMBL; Z99120) hypothetical ABC transporter
extracellular binding protein YurO (422 aa), fasta scores
opt: 235 z-score: 270.1 E(): 1.1e-07 19.9% identity in 422
aa overlap. Contains a Pfam match to entry PFO1547
SBP_bacterial_1, an appropriately positioned Prosite hit
to PS@0@13, a prokaryotic membrane lipoprotein lipid
attachment site and also contains a possible N-terminal
signal sequence.”
/codon_start=1
/transl_table=11
/product="probable secreted solute-binding lipoprotein.”

Figura 17. Informacion de la secuencia del pBSK+::SC00452.

En los elementos de la secuencia se encuentra el SCO453 de S. coelicolor
El método REDIRECT (Gust et al. 2002) también requiere del disefio de un par de
oligonucledtidos para amplificar un cassette de disrupcién con un gen de resistencia a un
antibidtico y extensiones homologas a la secuencia adyacente al gen que se va a deletar.
Para este trabajo se seleccioné el cassette de resistencia a apramicina contenido en el
plasmido plJ773. El cassette se amplific6 usando oligonucledtidos con extensiones
homologas al SCO0452 de 39 nucledtidos en el extremo &', mientras que en el extremo 3’
ubicaron los nucle6tidos complementarios al cassette en el plJ773. El disefio de estos
oligonucledtidos se aprecia en la Figura 8. La incorporacion de las extensiones homologas
en los oligonucleodtidos dio como resultado la amplificacion de un cassette extendido de
1447 pb (Figura 18). Este producto se purificé y se secuencio para corroborar la presencia
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del gen de resistencia a apramicina por medio de un alineamiento BLAST (Figura 19; Figura
20).

MP Cassette
1kb 1 2 3 4

Figura 18. Electroforesis de los productos
~— de la amplificacion del cassette extendido.
Los carriles 1-4 corresponden a los productos de

las cuatro reacciones en las preparadas para
1500 pb |:_-- » 1447 pb amplificar el cassette.

A

10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110
16 € AG TTC GAAGTTCCTATTCT CTAGAAAGTATAGGAACTTCGAAGTCCCCGCCAGCCTCGCAGAGCAGGATTCCCGTTGAGCACCGCCAGGTGCGAATAAGGGACAGTGAA

B

Sequences producing significant alignments Download ~  Manage Columns ~ Show 7]
[ selectall 3sequences selected GenBank Graphics Distance tree of result:

: Max | Total Query| E | Per
A
RS Score Score Cover value Ident ceession

Cloning_vector pJF361 levansucrase (sacb) and apramycin resistance (aac(3)iv) genes, complete cds 1912 1985 99% 0.0 96.73% DQO095874.1
[_J Streptomyces olivaceus strain SCSIO T05 lobophorin biosynthetic gene cluster, complete sequence 1901 1974 99% 00 96.56% MN336889.1
Cloning_vector pAB707,_complete sequence 1901 1974 99% 00 96.56% JN0059281
u Cloning_vector plJ12742 _complete sequence 1825 1825 95% 00 96.51% KU523903.1

Figura 19. Secuenciacion y alineamiento del cassette extendido de resistencia a apramicina.
A) Electroferograma parcial del cassette. B) Resultados del alineamiento de la secuencia del cassette por BLAST.

ACCESSION  DQ@95874 REGION: 2544..3680
VERSION DQO95874.1
KEYWORDS
SOURCE Cloning vector pJF361
ORGANISM Cloning vector pJF361
other sequences; artificial sequences; vectors
REFERENCE 1 (bases 1 to 1137)
AUTHORS  Liu,J., He,Q. and Chen,H.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (16-JUN-2005) Veterinary Medicine, Huazhong Agricultural
University, Shizishan Street, Wuhan, Hubei 430070, China . ., .
FEATURES Location/Qualifiers Figura 20. Informaciéon de la secuencia
source 1..1137 del cassette de resistencia aapramicina.

po- e, I En los elementos de la secuencia se encuentra
/db_xref="taxon:335384" el gen aac(3)IV que confiere la resistencia a
/1lab_host="Actinobacillus pleuropneumoniae” apramicina,
gene complement(<1..637)
—+
DS complement(<1.
/gene="aac(3)iv"
/note="used to screen for mutant of Actinobacillus
pleuropneumoniae”
/codon_start=1
/transl table=11
|/product="apramycin resistance”
/protein_id="AAZ04376.1"
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Posteriormente hay que eliminar el gen de eleccion, en este caso el SCO0452 en el césmido
o plasmido donde esta clonado. Por lo tanto, el pBSK+::SC00452 se transformé en E. coli
BW25113/plJ790 (Figura 21) primero para llevar a cabo la recombinacion por medio del
sistema A-RED con el cassette de sustitucién que después fue electroporado en esta misma

cepa (Figura 22).

Figura 21. Colonias de E. coli
BW25113/plJ790 obtenidas después de la
transformacién con el pBSK+::SC0O0452.

El plasmido plJ790 contiene los genes que codifican las proteinas Gam, Beta y Exo del
sistema de recombinacién derivado del bacteri6fago A. Gam previene que las nucleasas
enddgenas digieran el ADN lineal introducido a E. coli. Exo es una exonucleasa 523’
dependiente de ADN de doble cadena que degrada el ADN lineal para producir una
molécula de doble cadena con extremos 3’ de cadena sencilla. Por su parte, Beta protege
el ADN de cadena sencilla producido por Exo y promueve su alineamiento con la cadena
complementaria objetivo en la célula (Thomason et al. 2014). La expresion de los genes A
Red a partir del plasmido plJ790 se lleva a cabo con el promotor lac, que es inducible con
IPTG. Asi es como el sistema A Red permite la recombinacion entre el cassette de
resistencia a apramicina con extremos complementarios al SCO0452 y el gen clonado en
el pBSK+::SC00452.

Como puede observarse en la Figura 22, la cantidad de colonias obtenidas después de la
electroporacion del cassette disminuye en comparacion con las transformantes obtenidas
en el paso anterior dado que no en todas las clonas se lleva a cabo la sustitucion. Ademas,
las colonias resultantes tienen tamafios heterogéneos, ya que tanto el plasmido sustituido

como el no sustituido pueden coexistir en una clona; una copia del plasmido con el cassette
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es suficiente para conferir resistencia a apramicina, no obstante, mientras mayor sea la
proporcion de plasmidos sustituidos con el cassette, mayor sera el tamafio de la colonia
(Gust et al., 2004). Bajo este criterio, se seleccionaron las colonias de mayor tamafio para

purificar el plasmido.

— -

Figura 22. Colonias de E. coli
BW25113/pBSKASCO00452::aac(3)IV.

La sustitucion del SCO0452 se confirm¢é por PCR utilizando oligonucle6tidos que se alinean
fuera de la region de recombinacion. Se determind que el producto esperado, usando el
pBSK+::SCO0452 como templado, era de 1240 pb (Figura 23A). Usando el
pBSKASCO0452::aac(3)IV como templado el producto esperado era de 1715 pb (Figura
23B), debido a que el cassette de sustitucién con el gen de resistencia a apramicina y el
oriT tiene un tamafio de 1447 pb, mayor que el SCO0452.

A
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000" 20001 ~ 3000 - 40001 S0000
p
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: .
B
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1000 .. 2000 30001 - 40007 B 50007
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Figura 23. Mapa lineal de los plasmidos pBSK+::SC00452 (A) y pBSKASCO00452::aac(3)IV (B).
Los oligonucleétidos para la verificacion de la sustituciéon (Sust-FOR y Sust-REV) se alinean fuera de la zona de recombinacion
(sefialada con un rectangulo azul y uno naranja).
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Al realizar la electroforesis en agarosa de los productos de PCR con los plasmidos
purificados de diferentes colonias transformantes se observé la banda correspondiente al
amplicén de 1715 pb y también al de 1240 pb (Figura 24), lo cual ocurre debido a que, como
se menciond anteriormente, en una transformante pueden permanecer copias del plasmido
sin sustitucion, que en este caso es el pPBSK+::SC0O0452.

—

1000 pb -~ 1240 pb

Figura 24. Verificacién de la sustitucion del SCO0452.

El fragmento generado después de la sustitucion con el cassette de

resistencia a apramicina esté indicado en el rectangulo rojo.
Adicionalmente se utilizaron oligonucleétidos internos a la region de recombinacion (Figura
25) para amplificar un fragmento del gen de resistencia a apramicina, aac(3)IV, de 381 pb

(Figura 26).
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Figura 25. Ubicacién de los oligonucléotidos internos para la amplificacién de un fragmento del gen de
resistencia a apramicina en el plasmido pBSKASCO00452::aac(3)IV.

Los oligonucledtidos Apra-FOR y Apra-REV se alinean en una region interna del gen de resistencia a apramicina para
amplificar un producto de 381 pb (linea roja).

B
¥ 00pb

Y

Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa del
producto de amplificacion por PCR de un
fragmento del gen de resistencia a apramicina
(rectangulo rojo) en una transformante de E.

—» 400 pb coli BW25113/pBSKASCO00452::aac(3)IV
—» 300 pb positiva.

||p—
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Debido a que S. coelicolor M145 presenta un sistema de modificacion/restriccion, todo
aquel ADN heterdlogo metilado que entre a su citoplasma seria digerido, por lo tanto, el
plasmido que se conjuga ho debe estar metilado, para lo cual tiene que ser transformado
en una cepa que no lleve a cabo este cambio como la E. coli ET12567/pUZ8002. Esta cepa
tiene un fondo genético deficiente de metilaciéon y contiene el plasmido no transmisible
pUZ8002 que permite la movilizacion en trans del pPBSKASCO0452::aac(3)IV, que contiene
el cassette de sustitucién y el oriT. Por ello, el pldsmido pBSKASCO0452::aac(3)IV
purificado se transform6 en E. coli ET12567/pUZ8002 (Figura 27) para realizar la

conjugacion con S. coelicolor.

Figura 27. Colonias de E. coli ET12567/pUZ8002
obtenidas después de la transformacién con
pBSKASCO0452::aac(3)IV.

Las transformantes se seleccionaron en LB con
ampicilina (100 mg/ml) y apramicina (50 mg/ml).

Los exconjugantes de S. coelicolor se seleccionaron en cajas con medio MS con MgCl, y
apramicina y a las 16 horas se les agrego acido nalidixico para eliminar a la E. coli (Figura
28).

Figura 28. Exconjugantes ASCO0452 de S.
coelicolor crecidas en medio MS con
apramicina.
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Tras la transferencia del plasmido a S. coelicolor en algunas exconjugantes se lleva a cabo
la doble recombinacién entre las extensiones homdlogas del cassette y las regiones
flanqueantes del SCO0452 en el cromosoma, asi el gen es reemplazado por el cassette;
estas mutantes son resistentes a apramicina y sensibles a ampicilina ya que el plasmido se
pierde. Es posible también que en algunas otras exconjugantes ocurra un evento de
recombinacion sencilla en el que el plasmido pBSKASCO0452::aac(3)IV completo es

integrado en el cromosoma, confiriendo resistencia a apramicina y a ampicilina.

La frecuencia con que se obtienen exconjugantes con doble recombinacion depende del
tamafo de las regiones flanqueantes del gen en el plasmido, se recomienda que sean
mayores a 1 Kb pero es posible obtener dobles recombinantes con regiones de menor
tamafo. Si el gen no es esencial bajo las condiciones de crecimiento establecidas, la

frecuencia puede variar entre 5-70% (Gust et al., 2004).

La cepa silvestre de S. coelicolor y una de las exconjugantes ASC0O0452 se resembraron
en medio MS sin y con apramicina (Figura 29) para comprobar que la cepa mutante puede
crecer en presencia del antibiotico, lo cual implica que se llevo a cabo al menos un evento
de recombinacién homologa. Ademas, el crecimiento y el fenotipo de la mutante indicarian

que el gen SCO0452 no es esencial para S. coelicolor.

Silvestre ASC00452

Figura 29. Cepas de Streptomyces coelicolor crecidas en medio MS sin (A) y con (B) apramicina.

Para aislar las mutantes con doble recombinacion sera necesario sembrar colonias aisladas
en medio con y sin ampicilina e identificar las que son sensibles a este antibiético. Se podra

verificar la sustitucion del SCO0452 cromosémico por el cassette de resistencia a
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apramicina mediante PCR con los oligonucleétidos que se alinean por fuera del gen como
se llevé a cabo en el plasmido pBSKASCO0452::aac(3)IV.

La manipulacién genética de S. coelicolor ha sido facilitada por el desarrollo del método
REDIRECT, el cual se ha usado extensivamente para generar mutantes basandose en la
delecion de genes en cosmidos que subsecuentemente recombinan con el cromosoma
(Ditkowski et al., 2013; Duong et al., 2012; Gust et al., 2003; Li et al., 2020; Pérez-Redondo
et al., 2012; Takahashi-ifiiguez et al., 2018), sin embargo, el uso de estos puede conllevar
dificultades ya que no solo contienen los genes de interés, sino insertos mucho mas
grandes. Munnoch et al., (2016) identificaron que el uso de césmidos para generar
deleciones en S. coelicolor puede ocasionar inestabilidad cromosdmica debido a que la
expresion transitoria de los genes duplicados en el cosmido puede causar mutaciones
secundarias no deseadas, asimismo, constataron que este problema puede evitarse
utilizando un vector que no afecte o duplique otros genes. El uso de un plasmido que solo
contiene el gen de interés ofrece la ventaja de tener un menor tamafo, lo que facilita su
manejabilidad, aunado a esto, se evita la posibilidad de que la presencia de otros genes
ocasione efectos no deseados en el genoma. En este trabajo fue posible deletar un gen de
S. coelicolor clonado en un plasmido junto con regiones flanqueantes de casi 1 Kb mediante
la recombinacién homdéloga con un cassette de resistencia a apramicina mediada por el
sistema A Red.
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Conclusiones

+ El gen SCO0452 junto con una region de 834 pb rio arriba y 876 pb rio abajo fue

clonado en el pldsmido pBluescript SK+.

* La técnica basada en el sistema A Red permitié la recombinacion homdloga entre
el SCO0452 en el plasmido y el cassette de resistencia a apramicina en E. coli
BW25113/plJ790.

* El plasmido pBSKASCO0452::aac(3)IV fue transferido a S. coelicolor por medio de
conjugacion con E. coli ET12567/pUZ8002 deficiente de metilacion.

* Fue posible aislar colonias de S. coelicolor con resistencia a apramicina.

Perspectivas

Para comprobar la recombinacion doble entre el plasmido sustituido y el cromosoma de S.
coelicolor se deben seleccionar las colonias resistentes a apramicina y sensibles a
ampicilina. Posteriormente es necesario purificar el ADN de una de estas exconjugantes
para realizar una PCR con los oligonucleétidos disefiados para amplificar desde el exterior
del SC0O0452, con el fin demostrar que el producto de amplificacion da el tamafio
correspondiente al gen de resistencia a apramicina, debido a la sustitucién en el cromosoma

de S. coelicolor.

También, en caso de comprobarse la delecion del SCO0452, sera pertinente obtener el
perfil de proteinas acetiladas en la mutante ASCO0452 crecida en glucosa y amonio, para
compararlo con el de la cepa silvestre obtenido anteriormente; esto permitiria establecer si

la delecién de CobB1 provoca que no haya desacetilacion de las proteinas ya acetiladas.
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