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1. ANTIBIÓTICOS Y METABOLISMO SECUNDARIO 

1.1 CONCEPTOS GENERALES 

Los antibióticos son compuestos de bajo peso molecular producidos generalmente por 

microorganismos capaces de inhibir el crecimiento o matar a otros microorganismos a 

bajas concentraciones, por su acción bacteriostática o bactericida respectivamente, por 

lo que son usados en medicina, ganadería y agricultura para combatir enfermedades 

infecciosas y son herramientas muy útiles también en investigación (Demain, 2014).  

 

Estas moléculas pertenecen al metabolismo secundario, por lo tanto, no son esenciales 

para el crecimiento del organismo productor, sin embargo, le confieren ventajas 

ecológicas que en muchos casos aumentan su competitividad biológica (Diminic et al., 

2014). La mayoría son específicos de la cepa productora, presentan estructuras químicas 

y actividades biológicas muy variadas y suelen ser productos de complejas rutas 

biosintéticas. Su producción suele coincidir con el final de la fase de crecimiento 

exponencial y comienzo de la fase estacionaria debido a que pueden estar relacionados 

con procesos de diferenciación celular y/o porque sean compuestos tóxicos para el 

propio organismo productor en etapas tempranas del crecimiento al no tener activos los 

mecanismos de resistencia al metabolito.  

 

Los genes implicados en la síntesis de un determinado metabolito secundario se 

encuentran agrupados físicamente formando clusters que generalmente incluyen varios 

operones. Con un tamaño que varía entre 15 y 100 Kb, en los clusters se encuentran 

codificados las enzimas biosintéticas, las proteínas implicadas en los mecanismos de 

transporte y de resistencia y los reguladores transcripcionales necesarios para el control 

de la producción (Bibb y Hesketh, 2009).     

 

1.2. ORGANISMOS PRODUCTORES 

Muchos seres vivos son capaces de producir compuestos tóxicos para combatir 

infecciones microbianas como los invertebrados, las algas y las plantas superiores. Sin 

embargo, los antibióticos usados en clínica son producidos por dos grandes grupos de 

microorganismos: los hongos y las bacterias (Demain, 2014). Sólo una decena de 

antibióticos utilizados en el tratamiento de infecciones son sintetizados por hongos, 

entre los que cabe destacar los β-lactámicos, producidos por los géneros Penicillium y 
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Aspergillus y las cefalosporinas por Cephalosporium. La gran mayoría de antibióticos 

son sintetizados por bacterias como Bacillus, productor de bacitracina y polimixina B, 

Nocardia de rifamicina, Micromonospora de gentamicina (aminoglucósido), etc. Pero 

hay un grupo de bacterias único debido al gran número de antibióticos producido por él 

y la diversidad de estructuras químicas con distintos modos de acción: las especies del 

género Streptomyces.    

 

2. EL GÉNERO Streptomyces 

2.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES 

Los microorganismos del género Streptomyces pertenecen al orden de los 

Actinomycetales y con más de 500 especies descritas constituyen uno de los grupos de 

bacterias más numeroso y diverso (http://www.bergeys.org/). Engloba bacterias Gram 

positivas, miceliares y fundamentalmente aerobias, aunque también se ha descrito su 

crecimiento en determinadas condiciones anaerobias (van Keulen et al., 2003). Poseen 

un cromosoma lineal, con alto contenido en G+C (hasta el 75 %) y de gran tamaño, 

superando las 8 Mb, y su ciclo de vida es complejo ya que conlleva diferenciación 

morfológica. 

Son bacterias saprófitas cuyo hábitat natural es el suelo, sin embargo, en la actualidad se 

está llevando a cabo una gran búsqueda de nuevas especies de Streptomyces en nuevos 

nichos como el medio marino (Raveh et al., 2013) o en simbiosis junto a plantas, 

insectos o invertebrados marinos (Seipke et al., 2012). Descomponen restos orgánicos, 

principalmente vegetales, debido a su capacidad para producir una amplia gama de 

enzimas hidrolíticas extracelulares (Hodgson, 2000). Este  hecho hace que el género 

Streptomyces juegue un importante papel en los ciclos biogeoquímicos y que algunas de 

estas enzimas tengan aplicación en la industria.    

Otra característica importante es su gran capacidad para producir metabolitos 

secundarios, alguno de ellos con actividad antitumoral, antifúngica, antibiótica, 

inmunosupresora etc., por lo que muchos son muy valiosos en medicina, veterinaria y 

agricultura (Thompson et al., 2002; Challis y Hopwood, 2003).    
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2.2 ORGANIZACIÓN GENÓMICA 

El genoma de Streptomyces es especialmente grande, con un tamaño que varía entre 8 y 

9 Mb dependiendo de las especies, dobla al de otros microorganismos como 

Escherichia coli (Smith et al., 1987) o B. subtilis (Young, 1974) que está en torno a las 

4 Mb. Este mayor tamaño no es debido a un incremento en longitud de los genes sino 

que codifica un mayor número de ellos, hecho que refleja su capacidad de respuesta a 

los constantes cambios del medio en el que habita y la gran variedad de metabolitos 

secundarios que es capaz de producir. Su composición química también es característica 

al poseer un elevado contenido en guaninas y citosinas (G+C) que está entre el 70 y el 

74 %.  

El cromosoma es lineal y en sus extremos presenta secuencias cortas repetidas e 

invertidas (TIRs) capaces de formar estructuras secundarias. En los extremos 5’ se unen  

covalentemente proteínas terminales (TPs) que juegan un papel esencial en la 

replicación del ADN y en la protección de estas regiones del cromosoma (Bao y Cohen, 

2001).  

La especie genéticamente mejor conocida es S. coelicolor dado que su genoma fue el 

primero en ser secuenciado completamente (www.sanger.ac.uk) (Bentley et al., 2002). 

Posee un cromosoma de 8,7 Mb en el que se han identificado 7.825 genes y posee un 

único origen de replicación (OriC) localizado en la región central.  

En el cromosoma se diferencian dos regiones (Figura I.1). La central o “core” tiene un 

tamaño de 4,9 Mb, está altamente conservada y en ella se encuentran codificados la 

mayoría de los genes implicados en procesos esenciales como división celular, 

replicación del ADN, transcripción, traducción y metabolismo primario. El “core” está 

flanqueado por dos brazos, el izquierdo de 1,5 Mb y de 2,3 Mb el derecho, que 

codifican genes no esenciales del metabolismo secundario y enzimas hidrolíticas 

(Bentley et al., 2002; Ikeda et al., 2003). Además, la cepa secuenciada, S. coelicolor 

A3(2), porta tres plásmidos: SCP1 (lineal de 350 Kb), SCP2 (30 Kb) y SLP1 integrado 

en el cromosoma (Kieser, 2000). 
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Figura I.1. Representación del cromosoma de S. coelicolor  (Bentley et al., 2002). Los dos círculos 

azules representan las TPs, el “core” en azul oscuro, los brazos del cromosoma  en azul claro y el origen 

de replicación (OriC). 

 

Actualmente, una veintena de especies se encuentran secuenciadas 

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/streptomyces_group/GenomesIndex.

html) y al comparar el genoma de S. coelicolor con el de otras especies como S. 

avermitilis (Ikeda et al., 2003) o S. griseus (Ohnishi et al., 2008) se observa un alto 

grado de sintenia en la región central del cromosoma mientras que los brazos no son tan 

similares. Este hecho se debe a la gran inestabilidad del cromosoma lineal, que en 

ausencia de presión selectiva sufre frecuentes pérdidas de cientos de kilobases en las 

regiones laterales y extensas amplificaciones en torno a las secuencias desaparecidas. 

Estos reordenamientos del genoma conducen a la diversidad metabólica existente entre 

las distintas especies de Streptomyces. 

 

2.3. CICLO DE VIDA 

El ciclo de desarrollo de Streptomyces es un proceso complejo que implica 

diferenciación morfológica y ha sido ampliamente estudiado en medio sólido ya que la 

mayoría de las especies son incapaces de esporular en medio líquido. Las estructuras 

diferenciadas que se han descrito a lo largo del ciclo son: el micelio sustrato, producto 

de la fase vegetativa, y el micelio aéreo o reproductivo que culminará el desarrollo con 

la formación de esporas (Figura I.2).  

Característico de este género es que son microorganismos sincitiales, es decir, cada 

compartimento celular presenta más de una copia del genoma siendo únicamente 

unicelulares en la fase de espora según el ciclo tradicional (Chater y Losick, 1997). 

S. coelicolor
8,667,507 pb

OriC
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Figura I.2. Ciclo de vida de Streptomyces. Modificado de Chater y Losick, 1997. 

 

Cuando las condiciones del medio son favorables la espora germina y a partir de ella se 

origina el micelio sustrato que está formado por un entramado de hifas ramificadas 

donde los septos son escasos y delimitan compartimentos que contienen varias copias 

del genoma (Waksman, 1967). El crecimiento vegetativo se detiene cuando los 

nutrientes del medio se agotan y a partir de este micelio sustrato comienzan a originarse 

hifas menos ramificadas que se elevan sobre la colonia formando el micelio aéreo. Este 

desarrollo se lleva a cabo, al menos en parte, a expensas de los nutrientes provenientes 

de la lisis del micelio sustrato (Méndez et al., 1985). En un determinado momento, las 

hifas aéreas detienen su crecimiento y comienzan a fragmentarse transversalmente, 

transformándose en largas hileras de esporas hidrofóbicas unigenómicas que tras sufrir 

un proceso de maduración se dispersan al medio para colonizar nuevos nichos. 

 

En los últimos años se ha descrito un nuevo modelo de ciclo de vida de Streptomyces 

más detallado basado en técnicas de microscopía confocal, tinciones de viabilidad y 

marcadores bioquímicos de crecimiento, diferenciación y muerte celular (Manteca et 

al., 2005) (Figura I.3). Este modelo describe que tras la germinación de la espora se 

forma un micelio primario (MI) compartimentalizado que sufre un proceso temprano 

de muerte celular programada dando lugar a hifas en las que se alternan segmentos 

vivos y muertos. A partir de los segmentos viables de MI se forman hifas 

multinucleadas que dan lugar al micelio secundario (MII) que carece de cubierta 
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hidrofóbica (micelio sustrato), y en el que se produce la síntesis de metabolitos 

secundarios (Manteca et al., 2007). En un determinado momento, las hifas de MII 

comienzan a formar la cubierta hidrofóbica (micelio aéreo) iniciándose el proceso de 

esporulación que culmina con la formación y liberación de las esporas.  

 

 

Figura I.3. Ciclo de vida de Streptomyces descrito por Manteca y Sanchez, 2009. 

 

Según este modelo, la fase vegetativa del ciclo corresponde solamente al MI 

compartimentalizado (primeras etapas del micelio sustrato), y el MII, ya sea temprano 

(micelio sustrato) o tardío (micelio aéreo), a la fase reproductora (Manteca y Sánchez, 

2009). 

 

2.4. METABOLISMO SECUNDARIO DE S. coelicolor  

Las bacterias del género Streptomyces producen una gran variedad de metabolitos 

secundarios y algunos de ellos tienen gran interés por su aplicación en industria o 

clínica. De gran importancia son los metabolitos con actividad antibiótica, de hecho, 

Streptomyces produce más del 50 % de los antibióticos naturales disponibles 

actualmente. Ejemplos de metabolitos producidos por Streptomyces son la daptomicina 

(antibacteriano), la anfotericina B (antifúngico), la doxorrubicina (anticancerígeno), la 

avermeticina B1a (insecticida) o la fosfinotricina (herbicida) (Challis, 2014).  

  

Este trabajo se ha realizado en la especie S. coelicolor y el análisis de la secuencia de su 

genoma ha identificado al menos 23 clusters de genes relacionados con el metabolismo 

secundario (aproximadamente el 4,5 % del genoma). Tres de ellos codifican las 

proteínas implicadas en la biosíntesis de los antibióticos actinorrodina (ACT), 

undecilprodiginina (RED) y antibiótico dependiente de Calcio (CDA) (Bentley et 

al., 2002), antibióticos cuya producción es conocida en S. coelicolor A3(2) (Figura I.4). 

Además, produce otros dos antibióticos: el poliquétido críptico amarillo (yCPK), 

cuya caracterización está siendo llevada a cabo actualmente (Gottelt et al., 2010) y la 

Germinación Producción antibióticos Esporulación

Espora germinado         MI              MII pre-esporulando MII esporulando MII esporulado

Vegetativo                                                                Reproductor      
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metilenomicina, cuyos genes biosintéticos se encuentran en el plásmido SCP1, pero la 

cepa parental con la que se ha llevado el estudio (S. coelicolor M145) carece de este 

plásmido por lo que no hay producción del antibiótico. El resto de clusters puede que no 

se expresen en la condiciones de estudio o que los metabolitos secundarios resultantes 

no hayan sido detectados hasta el momento.  

 

Químicamente, ACT es una benzoisocromanoquinona pigmentada que sirve como 

indicador de pH ya que es azul en medio básico y rojo en medio ácido. Su cluster 

biosintético contiene 22 genes organizados en cinco unidades transcripcionales y la ruta 

de síntesis se basa en reacciones tipo poliquétido sintasa tipo II (Okamoto et al., 2009). 

Por su similitud estructural con los antibióticos kalafungina y nanomicina podría ser un 

agente alquilante biorreductor (Tahlan et al., 2007).   

 

RED es un pigmento rojo con estructura de tripirrol hidrofóbico que es sintetizada por 

una ruta en la que participan enzimas de tipo ácido graso sintasa y su cluster 

biosintético consta de 22 genes (Mo et al., 2008). Pertenece al grupo de las 

prodigininas, moléculas con gran interés por su acción anticancerígena e 

inmunosupresora (Ho et al., 2007).  

 

CDA es un lipopéptido incoloro en cuya síntesis intervienen sintasas de péptidos no 

ribosomales (NRPS) y su cluster está formado por 48 genes (Hojati et al., 2002). Forma 

un ionóforo dependiente de calcio modificando la membrana plasmática de otros 

microorganismos (Lakey et al., 1983).  

 

Hasta la fecha se desconoce la estructura detallada de yCPK, así como su modo de 

acción. 
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Figura I.4. A) Estructura química de los antibióticos producidos por S. coelicolor M145. B) Colonias 

productoras de los correspondientes antibióticos: ACT - colonias azules, RED - colonias rojas, CDA - 

detección por bioensayo frente a B. subtilis. 

 

Estos antibióticos son efectivos frente a bacterias Gram positivas pero no tienen 

aplicación en clínica. Sin embargo, la pigmentación conferida a las cepas productoras 

por ACT y RED ha hecho de S. coelicolor un modelo para estudios genéticos sobre 

biosíntesis de antibióticos ya que la alteración de la producción de estos compuestos 

mediante la obtención de mutantes o sobreexpresión de genes es fácilmente observable 

por cambios en el color permitiendo ahondar en el estudio de la biosíntesis de 

antibióticos y su regulación.  

 

 

 

 

Actinorrodina (ACT)
Undecilprodigionina (RED)

Antibiótico dependiente de calcio (CDA)

ACT                      RED                    CDA

A

B
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3. REGULACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ANTIBIÓTICOS EN  

S. coelicolor 

La síntesis de antibióticos es un proceso estrictamente regulado, y aunque también 

existen mecanismos traduccionales y postraduccionales, la regulación transcripcional es 

el principal punto de control. 

Esta regulación está formada por varios sistemas que actúan de manera jerárquica 

existiendo factores transcripcionales que actúan a un nivel superior controlando la 

expresión de otros reguladores inferiores. Sin embargo, varios factores de transcripción 

pueden actuar de manera conjunta independientemente del nivel al que pertenezcan, por 

lo que esta jerarquía no es total sino que la regulación de la producción de antibióticos 

se compone de diversas redes de transducción de señales muy complejas y conectadas 

entre sí a diferentes niveles (Martínez-Antonio y Collado-Vides, 2003). 

 

3.1. ÚLTIMO NIVEL DE CONTROL: REGULACIÓN ESPECÍFICA Y CSRs 

La regulación más directa es ejercida por los Reguladores Situados en los Clusters 

biosintéticos (CSRs, Cluster-Situated Regulators), también denominados reguladores 

específicos de ruta (Huang et al., 2005). Son el último nivel de control en las redes de 

transducción de señales y la mayoría de ellos actúan como activadores transcripcionales 

promoviendo, principalmente, la transcripción de los genes biosintéticos de su propio 

cluster, aunque también pueden regular la expresión de genes no situados en él (Iqbal et 

al., 2012). 

Todos los reguladores de este tipo descritos en S. coelicolor pertenecen a la familia 

SARP (Streptomyces Antibiotic Regulatory Proteins) (Wietzorrek y Bibb, 1997), 

reguladores específicos de Streptomyces implicados en el control de la producción de 

antibióticos. Se caracterizan por poseer en su extremo C-terminal el dominio de 

activación transcripcional y en su extremo N-terminal un motivo de unión a ADN tipo 

hélice-giro-hélice (HTH) que reconoce motivos repetidos espaciados por 11 nucleótidos 

que suelen coincidir con la región -35 de la zona promotora (Bibb, 2005).   

 

En el cluster implicado en la síntesis de ACT se encuentra codificado el CSR ActII-

ORF4 (Fernández-Moreno et al., 1991). Se trata de un SARP que reconoce repeticiones 

de la secuencia TCGA que aparece en cinco de los promotores del cluster (Wietzorrek y 

Bibb, 1997). La mayoría de la información recogida por las células que afecta a la 
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producción de ACT es transmitida vía ActII-ORF4, por lo que su gen codificante se 

encuentra sometido a un diverso y exhaustivo control transcripcional por parte de más 

de una docena de proteínas reguladoras que responden a gran variedad de estímulos. 

Entre estas proteínas se encuentran AdpA (Lee et al., 2013), LexA (Iqbal et al., 2012), 

AbsA2 (McKenzie y Nodwell, 2007), DasR (Rigali et al., 2008), DraR (Yu et al., 

2012), AfsQ1 (Wang et al., 2013), AtrA (Uguru et al., 2005), Crp (Gao et al., 2012), 

ROK7B7 (Swiatek et al., 2013), GlnR (Wang et al., 2013), SCO0310, SCO3932, 

SCO5405 (Park et al., 2009), los reguladores LAL SCO0877 y SCO7173 (Guerra et al., 

2012), el factor σ SigT (Feng et al., 2011). Además el transcrito de actII-ORF4 presenta 

el codón raro para leucina UUA cuya traducción es dependiente del ARNt codificado 

por bldA, gen implicado en el desarrollo del ciclo celular, relacionando la producción de 

ACT con la diferenciación morfológica (Fernández-Moreno et al., 1991).  

 

La síntesis de RED está regulada por dos CSRs: el primero, RedZ, que activa la 

expresión del segundo, RedD, el Regulador Final de la Producción de Antibióticos o 

URAP (Ultimate Regulator of Antibiotic Production) (White y Bibb, 1997). RedZ es un 

regulador de respuesta atípico y huérfano de un sistema de dos componentes (explicado 

posteriormente) ya que carece de su histidina quinasa asociada en el genoma y en su 

estructura no existen los residuos conservados necesarios para su fosforilación (Guthrie 

et al., 1998). Por lo tanto, y a diferencia de la mayoría de los reguladores de respuesta, 

su actividad se regula por el producto final de la ruta, la undecilprodiginina, que al 

unirse a RedZ disminuye su afinidad por la región promotora de redD. La transcripción 

de redZ, al igual que la de actII-ORF4, está regulada por AbsA2 (McKenzie y Nodwell, 

2007), DasR (Rigali et al., 2008), AfsQ1 (Wang et al., 2013) y además contiene el 

codón UUA (Guthrie et al., 1998). El segundo CSR es RedD, un SARP que activa 

directamente la expresión de los genes biosintéticos de su cluster. Se une a repeticiones 

de la secuencia TCAG separadas por 11 nucleótidos presentes en la zona promotora del 

largo operón biosintético del cluster que comienza en redP (Iqbal et al., 2012).   

 

El CSR implicado en la activación de la producción de CDA es CdaR (Ryding et al., 

2002) cuyo gen, cdaR, se encuentra regulado directamente por AbsA2 (McKenzie y 

Nodwell, 2007) y AfsQ1 (Wang et al., 2013).   
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En la regulación de la producción de yCPK, el CSR del cluster es CpkO (Takano et al., 

2005). La expresión de este regulador es reprimida por ScbR (receptor de 

butirolactonas), el cual se encuentra unido a su promotor hasta que intervienen las 

gamma-butirolactonas (SCBs), moléculas de señalización que se acumulan en el 

citoplasma  y liberan a ScbR del promotor de cpkO, y por lo tanto activando la 

producción de yCPK (Gottelt et al., 2010).     

 

3.2. NIVEL DE REGULACIÓN SUPERIOR: INTEGRACIÓN DE SEÑALES Y 

REGULADORES PLEIOTRÓPICOS 

Los reguladores pleiotrópicos o globales son factores transcripcionales que 

intervienen en el control de varios procesos celulares pudiendo regular la producción de 

más de un antibiótico, diferenciación morfológica, respuestas a estrés, etc., y en algunos 

casos proporcionan un nexo de control entre el metabolismo primario, secundario y 

desarrollo del ciclo celular. Estos sistemas son los encargados de integrar la información 

nutricional y medioambiental para que las células lleven a cabo la respuesta adecuada 

en cada situación (Martín y Liras, 2010). Además, existe una regulación cruzada entre 

ellos generando una compleja red de regulación transcripcional. 

Los genes que codifican estos reguladores suelen encontrarse fuera de los clusters 

biosintéticos y su estructura es más variable que en el caso de los CSRs.  

 

A continuación se describen diferentes sistemas de regulación pleiotrópica implicados 

en la producción de antibióticos descritos en Streptomyces y que responden a señales 

muy diversas.  

 

   3.2.1. Sistema AfsK/R/S 

Este sistema está formado por tres proteínas: la serina/treonina quinasa AfsK, el 

regulador transcripcional, AfsR y la proteína tipo sigma AfsS. La quinasa AfsK se sitúa 

en la cara interna de la membrana plasmática y su actividad se encuentra inhibida por la 

unión de la proteína KbpA. Ensayos de resonancia magnética nuclear sugirieren que 

AsfK se une a S-adenosilmetionina provocando cambios en su conformación que le 

permiten liberarse de KbpA y autofosforilarse en el residuo específico de treonina 168 

recuperando su actividad quinasa (Tomono et al., 2006). Entre las proteínas fosforiladas 

por AfsK se encuentra AfsR, un regulador transcripcional que activa la producción de 

antibióticos de forma indirecta y modula la respuesta frente a diferentes tipos de estrés 
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nutricional. En la estructura de AfsR se distinguen tres dominios característicos: uno 

tipo SARP N-terminal de unión a ADN, otro tipo NB-ARC ATPasa central y 

repeticiones de tetratricopéptidos en su extremo C-terminal implicadas en interacciones 

proteína-proteína. La fosforilación de AfsR hace que aumente su capacidad de unión al 

ADN y su actividad ATPasa, así, recluta la ARN polimerasa formando un complejo 

gracias a la energía liberada de la hidrólisis de ATP por parte de su dominio NB-ARC 

ATPasa y este complejo activa la transcripción del gen afsS, que se encuentra adyacente 

a afsR, uniéndose a su promotor entre las posiciones -35 y -10 (Lee et al., 2002). AfsS 

es una proteína pequeña tipo sigma que presumiblemente actúa junto a diferentes 

factores σ en función de las respuestas requeridas modulando así el control de la 

transcripción ejercido por AfsR y que activa la expresión de genes que codifican CSRs 

como actII-ORF4 y redD, aunque se desconoce si lo hace de forma directa o indirecta 

(Lian et al., 2008). 

También se ha observado que AfsK fosforila a DivIVA, proteína clave en el crecimiento 

polarizado de nuevas hifas por lo que este sistema tiene efectos pleiotrópicos sobre 

producción de antibióticos, estrés nutricional y desarrollo morfológico (Hempel et al., 

2012). 

La sobreexpresión de AfsR y AfsS en S. coelicolor provoca un aumento en la 

producción de ACT y RED, en S. lividans hace que produzca estos antibióticos cuyos  

clusters se encuentran silenciados en las condiciones más comunes de cultivo y en S. 

griseus también estimula la síntesis de metabolitos secundarios (van Wezel y 

McDowall, 2011). 

 

   3.2.2. DasR 

DasR es un regulador pleiotrópico de la familia GntR que responde a los niveles de N-

acetilglucosamina (GlcNAc), que actúa como molécula de señalización en situaciones 

de estrés nutricional (Nazari et al., 2013). GlcNAc es uno de los componentes 

principales del peptidoglicano y también es el monómero de la quitina, por lo tanto es 

abundante en la pared celular de Streptomyces y en el suelo, medio en el que vive 

habitualmente. DasR es un factor de transcripción que en condiciones de abundancia de 

nutrientes permanece unido a las regiones promotoras de los genes actII-ORF4 y redZ, 

de genes del metabolismo de la GlcNAc como nagA, nagB y nagK o de los codificantes 

del transportador PTS de GlcNAc reprimiendo su expresión. De este modo, DasR 

bloquea la diferenciación morfológica y la producción de antibióticos ya que hay 
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nutrientes disponibles para continuar el crecimiento. Sin embargo, cuando los nutrientes 

escasean, se desencadena una serie de procesos que concluyen con la degradación de la 

pared de una parte de la población celular y la liberación de monómeros de GlcNAc, 

que es introducida al interior celular y fosforilada por el sistema de transporte PTS. Tras 

una desacetilación en el citoplasma se forma GlcN-6-P, otra molécula de señalización 

que en estas situaciones de estrés nutricional se une a DasR liberando su unión de los 

promotores que estaba reprimiendo y por lo tanto activando la expresión de estos genes 

y la producción de antibióticos y la diferenciación morfológica (Rigali et al., 2008).   

 

   3.2.3. AtrA 

Es un regulador transcripcional de la familia TetR identificado por ser capaz de unirse al 

promotor de actII-ORF4 “in vitro” y su deleción provoca una marcada disminución de 

la producción de ACT bajo ciertas condiciones de crecimiento (Uguru et al., 2005). 

También participa en la biosíntesis de la pared celular y el metabolismo del glicerol. El 

gen atrA está regulado por el sistema de dos componentes PhoP/R, conectando la 

síntesis de ACT con la disponibilidad de fosfato (Allenby et al., 2012), y además AtrA 

activa directamente la expresión de nagE2, una permeasa de N-acetilglucosamina cuya 

expresión es reprimida por DasR (Nothaft et al., 2010). Su ortólogo en S. griseus, AtrA-

g, activa directamente la expresión de srtR, el SARP del cluster de la estreptomicina, 

incrementando su producción en determinados medios de cultivo (Hirano et al., 2008).  

 

   3.2.4. Rok7B7 

Este regulador pleiotrópico perteneciente a la familia ROK (Regulators, ORFs and 

Kinases) es un activador directo de la producción de antibióticos ya que se une  a los 

promotores de los genes actII-ORF4 y redD, y además, al igual que AtrA, activa la 

expresión de nagE2. Está implicado en la Represión Catabólica por Carbono (CCR) 

inhibiendo la expresión del operón adyacente de xilosa xyl-IFGH, así, la cepa mutante 

carente de rok7B7 muestra una mayor utilización de xilosa en presencia de glucosa lo 

que hace que prolongue su fase de crecimiento exponencial y retrase la entrada en fase 

estacionaria (Swiatek et al., 2013).  
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   3.2.5. AdpA 

Este regulador transcripcional está presente en todos los estreptomicetos y las cepas 

mutantes carentes de él presentan deficiencias en la formación del micelio aéreo y en la 

producción de metabolitos secundarios en determinados medios de cultivo. Pertenece a 

la familia AraC/XylS, caracterizados por poseer en su extremo C-terminal dos motivos 

HTH de unión a ADN y además en la zona N-terminal presenta un dominio GATasa-1, 

probablemente implicado en el reconocimiento de moléculas de señalización (Yao et 

al., 2012). La expresión de adpA en S. coelicolor es reprimida por la unión a su 

promotor de SlbR y en S. griseus por ArpA, ambos receptores de butirolactonas. Estas 

interacciones son liberadas por la unión de SCBs y Factor-A respectivamente a sus 

receptores y en S. coelicolor su propio producto, AdpA, y el regulador pleiotrópico 

BldD también reprimen la expresión. También se han encontrado secuencias de 

reconocimiento de AdpA en el promotor de actII-ORF4, regulando directamente la 

producción de ACT (Lee et al., 2013).  

 

   3.2.6. BldD 

Los mutantes carentes de los genes bld presentan un bloqueo en las primeras etapas del 

desarrollo morfológico y son incapaces de formar hifas de micelio aéreo. Entre estos 

genes se encuentra bldD, cuyo mutante nulo muestra, además del desarrollo aberrante, 

una disminución en la producción de ACT, RED y CDA. Es un activador indirecto de la 

síntesis de antibióticos y entre sus dianas se encuentran el gen adpA, los genes nsdA y 

cvn9, ambos implicados en la represión de la producción de antibióticos y 

diferenciación o leuB y leuC que participan en la síntesis de aminoácidos ramificados 

necesarios para la síntesis de ACT (den Hengst et al., 2010).      

 

   3.2.7. Reguladores LAL 

En el genoma de S. coelicolor se han identificado 23 reguladores LAL (Large ATP-

binding regulators of the Lux family) caracterizados por su gran tamaño y por poseer un 

dominio de unión a ATP/GTP en su extremo N-terminal y otro de unión a ADN tipo 

HTH de la familia LuxR en el extremo C-terminal. Ninguno de ellos corresponde a 

CSRs en S. coelicolor pero sí en otras especies como NysRI y NysRIII de S. noursei 

que regulan la producción de nistatina (Sekurova et al., 2004) o PikD de S. venezuelae 

que controla la síntesis de picromicina (Wilson et al., 2001). En el caso de S. coelicolor, 

la deleción de dos de ellos, SCO0877 y SCO7173, provoca una disminución en la 
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producción de ACT debido a una menor expresión de actII-ORF4 y afsS en los dos 

mutantes (Guerra et al., 2012). Además varios genes implicados en la respuesta a la 

escasez de fosfato se encuentran sobreexpresados en ambas cepas ya que ambos 

reguladores actúa como represores de la expresión del sistema de dos componentes 

phoP/R.  

 

   3.2.8. sIHF 

Los factores de integración en el huésped (sIHF, Streptomyces Integration Host 

Factors) juegan un papel fundamental en Streptomyces en los procesos de replicación, 

transcripción, recombinación, organización del genoma, etc., que se traduce en un 

control de diversos procesos celulares como producción de antibióticos o desarrollo 

morfológico (Swiercz et al., 2013). En el genoma de S. coelicolor se han identificado 

tres sIHFs, entre ellos el SCO1480. La cepa mutante carente de este factor presenta una 

menor síntesis de ACT, RED en determinadas condiciones de cultivo debido a que sIHF 

regula de manera directa la expresión de actII-ORF4, redD y redZ. También se ha 

detectado unión de sIHF al promotor divergente de los genes pyrR y bldD, pudiendo 

controlar la síntesis de pirimidinas y diferenciación morfológica (Yang et al., 2012).    

 

   3.2.9. Crp 

La proteína receptora de AMP cíclico (Crp, cAMP Receptor Protein) está implicada en 

el control del desarrollo morfológico, metabolismo primario y secundario. Se trata de un 

activador de la síntesis de antibióticos y mediante tecnología ChIP-chip se ha 

determinado que activa de manera directa la expresión de los CSRs actII-ORF4, redZ y 

cdaR, y también se une a zonas promotoras de genes biosintéticos del cluster de yCPK. 

Así, la cepa carente de crp muestra una menor producción de estos antibióticos y el 

tamaño de colonias y la germinación de las esporas también se encuentran afectadas 

(Gao et al., 2012).  

 

   3.2.10. Sistemas de Dos Componentes 

Este trabajo se ha centrado en el estudio de la regulación de la producción de 

antibióticos ejercida por estos sistemas en S. coelicolor. Por esta razón, en el siguiente 

apartado se detalla lo que se conoce hasta la fecha de estos sistemas en Streptomyces y 

más concretamente en S. coelicolor (Rodríguez et al., 2013). 
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4. SISTEMAS DE DOS COMPONENTES 

4.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES 

Las bacterias reconocen gran variedad de estímulos ambientales y fisiológicos, integran 

la información y elaboran una respuesta rápida y adecuada frente a estos cambios, 

siendo los Sistemas de Dos Componentes (TCSs, Two-Component Systems) las 

principales rutas de transducción de señales. 

Además de en bacterias, estos sistemas se han identificado en arqueas (Kim y Forst, 

2001) y eucariotas como hongos, protozoos y plantas aunque en menor número 

(Thomason y Kay, 2000; Urao et al., 2000) ya que las mayoritarias vías de señalización 

en organismos superiores se llevan a cabo a través de Ser/Thr/Tyr quinasas. Sin 

embargo, no se han identificado TCSs en los genomas animales ya secuenciados por lo 

que se considera que estos sistemas no están presentes en el reino animal (Wolanin et 

al., 2002). 

 

El TCS típico está formado por una proteína sensora denominada Histidina Quinasa 

(HK, Histidine Kinase), y un Regulador de Respuesta (RR) que actúan en conjunto. 

Los genes que codifican estas dos proteínas se encuentran adyacentes en el genoma 

formando una única unidad transcripcional, pero en determinados casos la HK o el RR 

carece de pareja contigua denominándose huérfanos. El número medio de TCSs 

presentes en un genoma bacteriano es de 29 (Szurmant y Hoch, 2010) aunque puede 

llegar hasta los 72 como en Myxococcus xanthus (Shi, 2008) o carecer de ellos como en 

bacterias patógenas en cuyo nicho las condiciones ambientales se mantienen constantes 

(Wuichet et al., 2010).      

Como se ha comentado, el genoma de M. xanthus codifica más de 70 TCSs, sin 

embargo, sólo el 29 % de ellos corresponden a sistemas típicos en los que la HK y RR 

forman un operón. El 16 % se encuentran en clusters formando unidades 

transcripcionales mayores y el 55 % son HKs o RRs huérfanos (Shi, 2008). Se han 

llevado a cabo pocos estudios de genes huérfanos, pero debido a su alto número, se cree 

que proporcionan un beneficio a los microorganismos al ampliar el número de estímulos 

a los que pueden responder a través de una regulación cruzada entre HKs y RRs 

huérfanos y emparejados (Wang et al., 2009b).    
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En los últimos años, la secuenciación masiva de genomas microbianos ha permitido 

identificar en aproximadamente 9.000 especies bacterianas más de 125.000 genes 

pertenecientes a TCSs que se encuentran recogidos en la base de datos P2CS 

(Prokaryotic 2-Component Systems: http://www.p2cs.org). El alto número de genes 

identificados y su ubicuidad (presentes tanto en bacterias Gram positivas como en Gram 

negativas) indican la gran importancia de estos sistemas que están implicados en 

múltiples procesos celulares como motilidad (Joslin y Hendrixson, 2009), división 

celular (Carballès et al., 1999), comunicación intercelular (Neiditch et al., 2006), 

formación de biofilm (Cairns et al., 2013), virulencia de patógenos (Beier y Gross, 

2006) o resistencia a antibióticos (Hutchings et al., 2006).   

 

4.2. ARQUITECTURA 

Generalmente, las histidina quinasas son proteínas de membrana con un tamaño entre 

40 y 110 kDa que actúan como homodímeros. Están formadas por una región sensora 

orientada hacia el exterior de la membrana plasmática y otra región con actividad 

quinasa en el citoplasma y ambas se encuentran conectadas por segmentos 

transmembrana (Attwood, 2013). 

La región citoplasmática de la HK corresponde a la zona carboxilo terminal de la 

proteína y en ella se distinguen los dominios catalítico o de unión a ATP (CA) y de 

dimerización y fosfotransferencia (DHp) (Gao y Stock, 2009). En el dominio DHp se 

encuentra el residuo de histidina clave en la activación de la HK localizado en el motivo 

H Box y además es responsable de la dimerización de los monómeros de HK. El 

dominio CA está conservado y cataliza la reacción de transferencia de fosfato desde 

ATP o GTP  al residuo de His (Scaramozzino et al., 2009), la transferencia de este 

grupo a un residuo conservado de Asp del regulador, y la desfosforilación del RR 

(Figura I.5). 

 
Figura I.5. Representación esquemática de un monómero de histidina quinasa prototipo.  

 

La región amino terminal corresponde al dominio sensor de la proteína encargada de 

detectar los diferentes estímulos y dado que las bacterias son capaces de responder ante 

multitud de señales, es la región más variable en secuencia.  

H

Dominio sensor Dominio DHp Dominio CA
TM1     TM2

NH2 COOH
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En el modelo básico de HK, el dominio sensor se encuentra orientado hacia el exterior 

de la membrana plasmática flanqueado por dos segmentos transmembrana (TM) y 

responde a estímulos extracelulares como nutrientes o solutos. Dentro de este grupo se 

han identificado dominios pertenecientes a las familias PBPp, CACHE y CHASE (Gao 

y Stock, 2009). Sin embargo, existen HK con múltiples segmentos TM (de 2 a 20) que 

carecen de dominio extracelular y detectan estímulos asociados a la membrana como 

integridad celular o gradiente de iones a través de ella. Además existen HKs cuyos 

dominios sensores se encuentran en el citoplasma o son proteínas solubles que detectan 

estímulos intracelulares y/o interacciones proteína-proteína. El 33 % de las HKs tienen 

dominios de este tipo pertenecientes a la familia PAS y el 9 % de la familia GAF, 

ambos se unen a pequeños ligandos detectando cambios en O2, potencial redox o estado 

energético de la célula (Capra y Laub, 2012). Además, se ha identificado un tercer 

grupo perteneciente a la familia HAMP en el 31 % de la HKs estudiadas (Szurmant et 

al., 2007). 

 

Algunas HKs combinan diferentes tipos de dominios sensores lo que permite integrar 

varios estímulos, extracelulares y/o intracelulares, generando una respuesta más 

compleja frente a los cambios ambientales y fisiológicos (Moglich et al., 2010).  

 

Existen variaciones del modelo básico de HK, por ejemplo, del 5 % analizadas, las 

actividades del dominio DHp se encuentran en regiones separadas formando los 

dominios histidina fosfotransferasa (HPt) y de dimerización. Además, cerca del 25 % 

de las HKs incorporan en su extremo carboxilo terminal un dominio receptor (REC) de 

un RR formando quinasas híbridas (HyHK). Con estos mecanismos se elaboran 

cascadas más complejas de fosfotransferencia His-Asp-His-Asp, denominadas 

phosphorelays, permitiendo ejercer un control más sofisticado sobre la ruta de 

transducción de señales (West y Stock, 2001). Por ejemplo, el sistema Esp de M. 

xanthus regula de forma negativa la progresión del ciclo celular y está compuesto por 

varias proteínas como las HyHKs EspA y EspC, implicadas en eventos de inter e intra-

fosfotransferencia entre ellas siendo EspA quien fosforila a EspC y a ella misma 

(Schramm et al., 2012).     

Los reguladores de respuesta son proteínas de alrededor de 25 kDa de tamaño 

formadas por dos dominios: el receptor (REC) en la región amino terminal y el dominio 

efector en la carboxilo terminal.  
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El dominio REC consta de unos 120 aminoácidos y presentan una similitud de 

secuencia del 26 %. Entre los residuos conservados cabe destacar el Asp fosforilable 

que va a aceptar el grupo fosfato desde la HK y existen otros dos residuos de Asp/Glu, 

que junto al anterior, forman el llamado bolsillo ácido que genera el entorno adecuado 

para la unión del fosfato. Además, hay aminoácidos conservados importantes para la 

función catalítica del dominio como una Lys, o implicados en cambios 

conformacionales como Ser/Thr y Phe/Tyr. Este dominio cataliza las reacciones de 

transferencia del grupo fosfato desde la HK, actuando en conjunto con su dominio CA, 

y la propia desfosforilación del RR (Gao y Stock, 2009). 

 

 
Figura I.6. Representación esquemática de un regulador de respuesta.  

 

El 17 % de los RRs descritos están formados solamente por el dominio REC y no llevan 

a cabo la respuesta final sino que actúan en conjunto junto a HKs formando HyHKs en 

las cascadas de fosfotransferencia (Jenal y Galperin, 2009).    

 

También se ha identificado el grupo de reguladores PIARR (Phosphorylation-

Independent Activation of Response Regulator) que poseen la estructura convencional 

de RR pero carecen de los residuos esenciales para la fosforilación y se activan 

mediante la unión a ligandos (Wang et al., 2009a).      

 

El dominio efector es la región más variable de la proteína debido al amplio rango de 

respuestas que las bacterias pueden llevar a cabo. El 63 % de lo RRs se unen a regiones 

del ADN regulando la expresión génica y la mayoría pertenecen a las subfamilias 

OmpR (30 % de los RRs), NarL (17 %), NtrC (10 %) y LytTR (3 %). El 13 % de los 

RRs poseen dominios con actividad enzimática, la mayoría implicados en la regulación 

de c-di-GMP o desfosforilaciones. Por último un 3 % de los RRs están implicados en 

interacciones con otras proteínas o ligandos y un 1 % se unen a ARN actuando como 

factores antiterminación de la traducción (Galperin, 2010). 

Los RRs que son factores de transcripción pueden actuar como activadores, represores o 

ambos y el número de genes regulados por ellos puede ir desde un solo operón hasta 

cientos de genes (Martínez-Antonio y Collado-Vides, 2003).  

Dominio receptor  Dominio efector

COOHNH2 D
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Existen variaciones del modelo básico de TCS en el que proteínas auxiliares actúan 

sobre la HK y/o el RR (Buelow y Raivio, 2010; Jung et al., 2012) y que permiten 

coordinar diferentes sistemas como PmrD de Salmonella enterica que conecta los TCSs 

PhoP/Q y PmrA/B (Kox et al., 2000); actuar como proteínas de andamiaje en la 

localización física de la HK y/o el RR como UspC y el TCS KdpD/E de E. coli 

(Heermann et al., 2009); formar parte de la cadena de transducción de señales como la 

proteína periplásmica ChvE de Agrobacterium tumefaciens que transmite el estímulo a 

la HK VirA (Nair et al., 2011); influir sobre la estabilidad de los RR o ampliar la 

respuesta frente a determinadas señales (Salvado et al., 2012). En otros casos el tercer 

componente de estos sistemas son pequeños ARN que actúan como ARN antisentido 

promoviendo o impidiendo la traducción de determinados ARNm o interaccionando 

directamente con otras proteínas (Gopel y Gorke, 2012).  

 

4.3. MECANISMO DE ACCIÓN 

El mecanismo de acción de un sistema de dos componentes se inicia cuando un 

determinado estímulo es detectado por el dominio sensor de una quinasa provocando un 

cambio en su conformación y como consecuencia la HK cataliza la autofosforilación del 

residuo específico de His a partir de una molécula de ATP o GTP. Esta fosforilación 

generalmente se da en trans, es decir, un monómero fosforila al otro y viceversa, aunque 

también puede ocurrir en cis donde cada monómero se fosforila a sí mismo (Casino et 

al., 2009). Posteriormente, la HK junto al RR catalizan la transferencia del grupo 

fosfato desde la His hasta el residuo Asp del RR localizado en su dominio receptor. Esta 

fosforilación provoca un cambio conformacional en él haciendo que los monómeros de 

RR dimericen y adquieran su conformación activa permitiendo que lleven a cabo su 

función, generalmente uniéndose a secuencias específicas de ADN y regulando la 

expresión génica (Figura I.7). 
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Figura I.7. Mecanismo de acción de un sistema de dos componentes típico. 

 

Este tipo de rutas de fosfotransferencia son las más comunes en procariotas, pero como 

se ha comentado anteriormente, existen otras más complejas, comunes en eucariotas, 

donde actúan más de dos proteínas y se dan múltiples pasos de fosfotransferencia 

(Multi-component phosphorelay system). En estas rutas el grupo fosfato se transfiere 

desde la HK a proteínas histidina fosfotransferasas intermediarias (HPt) que 

posteriormente fosforilan al RR (West y Stock, 2001). 

 

En la célula existe un equilibrio entre las conformaciones activa e inactiva de los RRs y 

su fosforilación desplaza el equilibrio hacia la forma activa, permitiendo a los RRs 

llevar a cabo su acción que se mantiene mientras se encuentren fosforilados. El tiempo 

de vida de los RR fosforilados varía desde segundos hasta horas y depende directamente 

del tipo de respuesta que medien. Por último, los RRs son desfosforilados y vuelven a la 

conformación inactiva dejando de ejercer su acción. Su desfosforilación pueden 

realizarla los propios RR por su actividad autofosfatasa, por la HK asociada o por 

fosfatasas externas al sistema (West y Stock, 2001). 

 

La especificidad entre la HK y el RR de un sistema es muy elevada, y aunque se han 

identificado casos de regulación cruzada entre componentes de diferentes sistemas, la 

frecuencia con la que ocurren es muy baja y su cinética es tan lenta que son irrelevantes 

desde el punto de vista biológico (Groban et al., 2009). Dicha especificidad está 

determinada por varios mecanismos, el de mayor importancia es la habilidad de la HK 

de reconocer al RR de su sistema que está determinado por la estructura primaria de las 
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proteínas (Podgornaia y Laub, 2013; Willett et al., 2013). Se ha demostrado que 

modificando solo tres aminoácidos del dominio DHp de la quinasa EnvZ de E. coli, 

implicados en el reconocimiento, se modifica su especificidad haciéndola coincidir con 

la de la quinasa RstB (Skerker et al., 2008). Otro mecanismo se debe a la actividad 

fosfatasa que poseen la mayoría de las HKs siendo capaces de desfosforilar al RR 

cuando este es fosforilado inapropiadamente por HKs ajenas o por fosfodonadores de 

bajo peso molecular como acetilfosfato (Boll y Hendrixson, 2011). La efectividad 

también está determinada por la competición por sustrato ya que en la célula la HK y el 

RR de un sistema se encuentran en una proporción de 1:35 haciendo que el RR pueda 

interaccionar con su HK asociada con mayor efectividad (Groban et al., 2009). Por 

último, también se ha descrito un mecanismo de restricción espacio-temporal en 

Rhodobacter sphaeroides en el que la diferente localización subcelular o la expresión a 

distintos tiempos de los TCSs determina la especificidad HK – RR (Scott et al., 2010). 

 

4.4. SISTEMAS DE DOS COMPONENTES EN S. coelicolor 

En el genoma de S. coelicolor se describieron inicialmente 67 TCSs, 17 HKs y 13 RRs 

huérfanos (Hutchings et al., 2004), lo que supone una proporción del 0,86 % en relación 

al número total de genes, un 25 % más que en el resto de bacterias no patógenas de vida 

libre (Kim y Forst, 2001). Este hecho se debe a que el rango de estímulos a los cuales 

un microorganismo puede responder está directamente relacionado con el número de 

HKs codificadas en su genoma y el tamaño de este, y como el hábitat natural de S. 

coelicolor es el suelo, donde las condiciones son muy variables, precisa responder al 

amplio rango de estímulos a los que se enfrenta (Bentley et al., 2002).  

La mayoría son sistemas prototipo, no habiéndose descrito hasta la fecha ninguna 

cascada de fosfotransferencia, aunque sí se han encontrado dos HyHKs con un dominio 

REC  (http://www.p2cs.org). Además, como se recoge en la página RR census 

(actualizada a fecha 2008) se han descrito 84 RRs 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Complete_Genomes/RRcensus.html). Tres de ellos 

constan sólo del dominio REC, uno tiene un dominio efector de unión a ARN tipo 

AmiR, en dos su efector es enzimático y hay otros tres que se describen como “otros” y 

que no se conoce exactamente su modo de acción. La mayoría de los RRs de S. 

coelicolor poseen un dominio efector de unión a ADN tipo NarL (53) o OmpR (21) y 

también hay uno con dominio tipo LytR. En la base de datos P2CS 

(http://www.p2cs.org) el número de RRs se amplía hasta 87 ya que se incluyen las dos 
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proteínas HyHKs con dominios REC y una HK-RR bifuncional. En esta base de datos 

también se recoge la información de las 100 HKs que se han descrito finalmente 

incluyendo las HyHKs mencionadas. 

En cuanto a su organización en el genoma, de los 67 TCSs inicialmente descritos, 64 se 

encuentran en parejas, hay un sistema de tres componentes compuesto por dos RRs y 

una HK (en disposición RR-HK-RR) y el sistema estudiado en este trabajo, 

AbrC1/C2/C3, que también forma una triada pero en este caso formada por dos HKs y 

un RR en disposición HK-HK-RR en el genoma. 

Hasta la fecha, en S. coelicolor funcionalmente sólo se han descrito 17 de los TCSs 

emparejados, una HK huérfana y dos RRs huérfanos (en este trabajo se describe un RR 

huérfano adicional) (Tabla I.1). Además, cabe destacar que 15 de ellos están 

relacionados con la producción de antibióticos como se recoge en la revisión (Rodríguez 

et al., 2013).   

 

Tabla I.1. Resumen de los TCSs de S. coelicolor descritos y los procesos en los que están implicados.  

TCS 
Proceso regulado 

(Directa o indirectamente) 
Referencia 

AbsA1/A2 Producción de antibióticos  (Adamidis et al., 1990) 

AbrA1/A2 
Producción de antibióticos y  
diferenciación morfológica 

(Yepes et al., 2011) 

AbrC1/C2/C3 
Desarrollo morfológico y  
producción de antibióticos 

(Yepes et al., 2011) 

AfsQ1/Q2 Producción de antibióticos y diferenciación (Ishizuka et al., 1992) 
CseB/C Homeostasis de pared celular (Paget et al., 1999) 
CutR/S Producción de antibióticos (Chang et al., 1996) 
ChiS/R Producción de una quitinasa (Homerova et al., 2002) 
DraR/K Producción de antibióticos (Yu et al., 2012) 

EcrA1/A2 Producción de antibióticos (Li et al., 2004) 
OsaA/B Osmoadaptación y producción de antibióticos (Bishop et al., 2004) 

OhkA 
HK huérfana implicada en producción  

de antibióticos y diferenciación 
(Lu et al., 2011) 

PhoP/R 
Transporte de fosfato y  

producción de antibióticos 
(Rodríguez-García et al., 2007) 

RagK/R Esporulación independiente de SapB  (San Paolo et al., 2006) 
RapA1/A2 Producción de antibióticos (Lu et al., 2007) 

VanR/S Resistencia a vancomicina (Hong et al., 2004) 
SCO0203/04 Producción de antibióticos (Wang et al., 2009b) 

SCO2281 
RR huérfano implicado en producción  

de antibióticos y diferenciación 
Este trabajo 

SCO3818 
RR huérfano implicado en  
producción de antibióticos 

(Wang et al., 2009b) 

SCO4155/56 Secreción en respuesta a estrés (Gullón et al., 2012) 
SCO5784/85  Metabolismo primario y secundario (Rozas et al., 2012) 
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A continuación, se describen brevemente los distintos TCSs implicados en la regulación 

de antibióticos en S. coelicolor. 

 

Solamente se conoce la señal activadora de tres TCSs: los sistemas AfsQ1/Q2 y DraR/K 

que relacionan la producción de antibióticos con aumentos en la disponibilidad de 

nitrógeno, pudiendo detectar un compuesto intermediario del metabolismo del nitrógeno 

o el ratio de C/N/P de la célula (Martín et al., 2011) y el sistema PhoP/R implicado en 

situaciones de limitación de fosfato (Allenby et al., 2012) (Figura I.8) 

 

El sistema AfsQ1/Q2 regula positivamente y de manera directa la producción de 

antibióticos y se identificó porque su sobreexpresión S. lividans inducía la producción 

de ACT y RED (Ishizuka et al., 1992). La cepa mutante de S. coelicolor carente del 

sistema muestra una disminución en la producción de ACT, RED, CDA y yCPK. 

Mediante ensayos de retardo en gel (EMSAs) se identificaron como dianas moleculares 

de AfsQ1 los CSRs de los tres antibióticos más estudiados: actII-ORF4, redZ y cdaR, y 

además, la zona intergénica de cpkA/cpkD (Wang et al., 2013). 

 

El sistema DraR/K inhibe la producción de RED de manera indirecta mientras que 

activa la producción de ACT e inhibe la de yCPK de forma directa ya que se detectaron 

bandas de retardo en ensayos EMSA al incubar el RR DraR junto con los promotores de 

los CSRs de estos antibióticos: actII-ORF4 y cpkO (Yu et al., 2012).  

 

El sistema PhoP/R activa la producción de ACT y RED indirectamente y presenta una 

regulación recíproca con AfsR ya que este regulador transcripcional es capaz de unirse 

al promotor de PhoP/R y compite con él por unirse al promotor de afsS y al del operón 

pst, codificando este último un sistema de transporte de fosfato de alta afinidad (Santos-

Beneit et al., 2009). Además, PhoP también regula directamente la expresión del gen 

rpoZ, un factor omega necesario para la síntesis de ACT y RED (Santos-Beneit et al., 

2011). Por lo tanto, el papel de este sistema se ejerce de forma indirecta, supuestamente 

a través la represión de afsS y la activación de rpoZ, dando como resultado final un 

efecto positivo sobre la producción de los antibióticos. 
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Figura I.8. Representación esquemática de la regulación de la producción de antibióticos mediada por 

TCSs cuya señal activadora es conocida. (+) regulación positiva; (-) regulación negativa. (−−−>) 

regulación directa sobre los CSRs; (===>) regulación indirecta. Modificado de Rodríguez et al., 2013.  

 

Se desconoce la señal activadora del resto de TCSs que pueden estar implicados en la 

regulación de la producción de uno o varios antibióticos o tener efectos pleiotrópicos 

sobre otros procesos fisiológicos como la diferenciación morfológica y la 

sincronización entre el metabolismo secundario y el desarrollo (Figura I.9). 

 

Entre los sistemas que afectan a la síntesis de un solo antibiótico se encuentran 

EcrA1/A2 (Li et al., 2004) y EcrE1/E2 (Wang et al., 2007) que activan la producción 

de RED sin afectar al resto y los sistemas CutR/S (Chang et al., 1996), SCO0203/04 y 

el RR huérfano SCO3818 (Wang et al., 2009b) que inhiben únicamente la producción 

de ACT. En estos casos se desconoce si la regulación ejercida es directa o indirecta 

sobre los CSRs de los clusters de antibióticos.  

 

El sistema AbsA1/A2 ejerce un control negativo sobre la síntesis de ACT, RED y CDA 

sin afectar a la diferenciación morfológica. Mediante ensayos de inmunoprecipitación 

de cromatina y EMSAs se ha demostrado que el regulador AbsA2 se une a los 

promotores de los genes actII-ORF4, redZ y cdaR, controlando de forma directa la 

producción de los antibióticos (McKenzie y Nodwell, 2007).   
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El TCS RapA1/A2 activa la producción de ACT y yCPK. Así, la cepa carente del 

sistema presenta unos niveles de expresión de actII-ORF4 y cpkO disminuidos pero se 

desconoce si la acción del RR sobre los CSRs es directa o indirecta (Lu et al., 2007).   

 

Los TCSs AbrA1/A2 y AbrC1/C2/C3, además de controlar la producción de los 

antibióticos ACT, RED y CDA, regulan la diferenciación morfológica. El sistema 

AbrA1/A2 es un inhibidor de la síntesis de antibióticos  y el desarrollo morfológico y se 

desconoce si el RR AbrA2 lleva a cabo su acción de forma directa o indirecta sobre los 

CSRs. Por otro lado, el sistema AbrC1/C2/C3 (este trabajo) regula positivamente tanto 

la producción de antibióticos como la diferenciación morfológica (Yepes et al., 2011). 

Así, el regulador AbrC3 activa de forma directa actII-ORF4 (este trabajo).  

 

El sistema SCO5784/85 está implicado en la sincronización de la producción de 

antibióticos y el ciclo de desarrollo. La cepa carente del sistema presenta una síntesis de 

ACT y RED tardía al igual que  la esporulación (Rozas et al., 2012).  

 

 
Figura I.9. Representación esquemática de la regulación de la producción de antibióticos mediada por 

TCSs cuya señal activadora se desconoce. (+) regulación positiva; (-) regulación negativa. (−−−>) 

regulación directa sobre los CSRs; (===>) regulación indirecta; (− −>) se desconoce el tipo de 

regulación. () sincronización de la producción de antibióticos con el ciclo celular. Modificado de 

Rodríguez et al., 2013. 

EcrRA1/A2 CutR/SEcrRE1/E2 SCO0203/0204/3818 SCO5784-5785
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5. ESTRATEGIAS PARA LA OPTIMIZACIÓN DE LA 

PRODUCCIÓN Y DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS 

METABOLITOS SECUNDARIOS Y PAPEL DE LOS TCSs  

La aparición de cepas patógenas resistentes a los antibióticos disponibles hace que el 

descubrimiento de nuevos compuestos antibióticos y la mejora de los procesos de 

producción sea una prioridad en la biotecnología microbiana. 

Como se ha comentado anteriormente, a día hoy se conoce la secuencia del genoma de 

una veintena de especies de Streptomyces, lo que ha revelado la presencia de múltiples 

clusters biosintéticos implicados en la síntesis de metabolitos secundarios que 

desconocemos (Aigle et al., 2014; Challis, 2014; Ikeda et al., 2014). 

A continuación, se describen diferentes estrategias que se están llevando a cabo 

actualmente para descubrir nuevos compuestos bioactivos y en alguna de ellas los TCSs 

juegan un papel importante (Liu et al., 2013) (Figura I.10).   

 

 
Figura I.10. Estrategias empleadas para la optimización de la producción de antibióticos y el 

descubrimiento de nuevos metabolitos secundarios crípticos. Modificada de Liu et al., 2013.   

 

5.1. MODIFICACIÓN DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO 

La producción de un determinado antibiótico es dependiente de la disponibilidad y nivel 

de nutrientes presentes en el medio así, aunque una especie tenga la maquinaria 

necesaria para sintetizarlo no lo va a hacer en todas las condiciones de cultivo. Por 

ejemplo, S. coelicolor no produce ACT o RED en medio SFM, medio que favorece la 

esporulación en vez de la producción de metabolitos secundarios. Por lo tanto es 

necesario cultivar los microorganismos en una batería de medios y condiciones 

Optimización de la producción de antibióticos
Descubrimiento de metabolitos secundarios crípticos

Cultivo junto a 
otros organismos

Modificación de las 
condiciones de cultivo

Ingeniería  de 
ribosomas

Moléculas de 
señalización y ARCs

Manipulación genética 
de sistemas reguladores

Expresión heteróloga



│ Introducción  

│ 30 
 

diferentes para comprobar si en alguno de ellos se encuentra la señal que active la 

producción de metabolitos que han permanecido silenciados. Por ejemplo, la adición al 

medio de cultivo de compuestos poco habituales como las tierras raras puede 

incrementar la producción, así, la adición de escandio multiplica por 20 la síntesis de 

ACT en S. coelicolor y activa su producción en S. lividans, también aumenta la 

actinomicina producida por S. antibioticus o S. parvulus, y la estreptomicina en S. 

griseus (Kawai et al., 2007).   

Además, el uso de agentes químicos y condiciones de cultivo que generen estrés al 

microorganismo puede activar o aumentar la producción de metabolitos (Yoon y 

Nodwell, 2014). Por ejemplo, el cultivo de S. venezuelae a 42 ºC hace que la síntesis de 

jadomicina B aumente significativamente, resultado que también se obtiene al añadir 

etanol al medio de cultivo (Doull et al., 1994) 

La función de muchos de los TCSs es dependiente de las condiciones de cultivo y el 

desconocimiento de sus señales de activación hace que sea más complicado el estudio 

detallado de estos sistemas. Así, descifrar cuales son estas señales facilitará el 

descubrimiento de nuevos antibióticos cuya expresión dependa de su regulación (Sidda 

y Corre, 2012). 

 

5.2. CO-CULTIVO CON OTROS ORGANISMOS 

En la naturaleza, Streptomyces comparte nicho ecológico con otros microorganismos y 

la señal activadora de clusters crípticos podría ser la interacción entre ellos. Por 

ejemplo, el co-cultivo de S. coelicolor con M. xanthus hace que se dispare la producción 

de ACT (Pérez et al., 2011) y con S. viridochromogenes, debido a la competencia por 

hierro, hace que produzca acil-desferrioxaminas, moléculas no descritas anteriormente 

en S. coelicolor (Traxler et al., 2013). Además, los ácidos micólicos presentes en la 

pared celular de Tsukamurella pulmonis activan la producción de pigmentos rojos en S. 

lividans (Onaka et al., 2011).     

 

5.3. INGENIERÍA DE RIBOSOMAS 

Mutaciones en ciertas proteínas ribosomales pueden activar la síntesis de antibióticos, 

por ejemplo cambios en rpsL hacen que aumente la producción de proteínas en la fase 

final de crecimiento exponencial promoviendo la producción de ACT en S. lividans y el 

aumento de su síntesis en S. coelicolor. En S. lividans se observa el mismo efecto 

cuando las mutaciones se producen en rpoB debido a que aumenta la afinidad de la 
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ARN polimerasa por los promotores de ciertos genes implicados en la síntesis de 

antibióticos (Ochi, 2007). Además, las mutaciones en rpoB en S. coelicolor, S. griseus y 

S. erythraea activan la producción de metabolitos crípticos no identificados hasta la 

fecha (Ochi et al., 2014).       

 

5.4. MOLÉCULAS DE SEÑALIZACIÓN Y COMPUESTOS REMODELANTES 

DE ANTIBIÓTICOS 

Al igual que las gamma-butirolactonas activan la producción de yCPK en S. coelicolor, 

otras moléculas de señalización podrían activar la expresión de clusters crípticos. Por 

ejemplo, la desferrioxamina E, un sideróforo producido por S. griseus, estimula la 

producción de antibióticos en S. tanashiensis (Yamanaka et al., 2005) y la goadsporina, 

un oligopéptido lineal de 19 aminoácidos producido por Streptomyces sp. TP-A0584, 

induce la producción de RED en S. lividans (Onaka et al., 2001). 

 

Por otro lado, los Compuestos Remodelantes de Antibióticos (ARCs, Antibiotic-

Remodeling Compounds) son pequeñas moléculas capaces de modificar la producción 

de metabolitos secundarios actuando sobre la función de determinadas enzimas, no 

regulando la transcripción génica (Ingeniería Metabólica) (Craney et al., 2012). Por 

ejemplo, ARC2 provoca un aumento en la síntesis de ACT en S. coelicolor e induce la 

síntesis de dos compuestos desconocidos en S. peucetius. Estructuralmente ARC2 es 

similar a Triclosan, un inhibidor de la síntesis de ácidos grasos actuando sobre la enoil-

reductasa FabI. Como la síntesis de ácidos grasos y la de antibióticos poliquétidos 

comparten precursores como acetil-CoA y malonil-CoA, al estar inhibida la síntesis de 

ácidos grasos hay más precursores disponibles para la producción de antibióticos (Ochi 

y Okamoto, 2012). En este caso, ARC2 sólo es efectivo en la síntesis de poliquétidos y 

no afecta a la producción de antibióticos con estructuras y precursores diferentes.           

 

5.5. EXPRESIÓN HETERÓLOGA 

La expresión de clusters crípticos en especies diferentes de Streptomyces permite 

descubrir nuevos metabolitos secundarios ya que muchos de estos genes no se 

encuentran activos en las condiciones típicas de cultivo en las especies originales y su 

introducción en otras puede activar su expresión. Además se han construido cepas para 

ser utilizadas específicamente como hospedadores, por ejemplo S. coelicolor M1154 

carece de los clusters implicados en la producción de ACT, RED, CDA y yCPK y porta 
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las mutaciones en los genes de las proteínas ribosomales rpoB y rpsL mencionadas 

anteriormente (Gomez-Escribano y Bibb, 2014), eliminando la competencia por los 

precursores y simplificando la identificación de nuevos compuestos. Así, la expresión 

de los clusters de cloramfenicol y congocidina de S. venezuelae y S. ambofaciens 

respectivamente en S. coelicolor M1154 provoca un aumento en la producción de estos 

antibióticos de hasta diez veces respecto a las especies originales. También se ha 

construido una cepa huésped de S. avermitilis en la cual se ha eliminado 1,6 Mb de su 

genoma de 9,02 Mb correspondiente a genes no esenciales entre los que se encuentran 

la mayoría de los implicados en la síntesis de metabolitos secundarios (Komatsu et al., 

2010). Utilizando esta cepa como huésped se obtienen niveles de producción más altos 

de estreptomicina y cefamicina C que en las especies originales S. griseus y S. 

clavuligerus respectivamente. Por otro lado, la introducción del cluster biosintético de 

tienamicina de S. cattleya en S. albus modifica su producción de metabolitos 

secundarios (Braña et al., 2014). Así, aunque no sintetiza dicho antibiótico, S. albus 

produce nuevos metabolitos como las paulomicinas A y B utilizadas en clínica frente a 

Chlamydia, tetrametilpirazina usada en tratamientos de enfermedades cardiovasculares, 

protección pulmonar y fibrosis quística y dihidro-β-agarofurano, con actividades 

antitumoral, anti-VIH e inmunosupresora. En S. lividans la introducción del cluster 

provoca un aumento de la producción de ACT y una disminución de la de RED.    

 

Otra estrategia es la utilización de cepas de Streptomyces manipuladas en sus TCSs 

como hospedadoras para la hiperproducción de antibióticos heterólogos o sus propios 

productos naturales. Estas cepas pueden derivar de la deleción de sistemas represores de 

la producción o de la sobreexpresión de sistemas que actúen como activadores. 

Siguiendo esta línea de trabajo, en nuestro laboratorio se ha utilizado como cepa 

hospedadora el mutante S. coelicolor ∆abrA1/A2 (Yepes et al., 2011) para 

sobreexpresar el cluster implicado en la síntesis del antitumoral oviedomicina (Lombó 

et al., 2004) consiguiendo aumentos de la producción de aproximadamente el 50 % 

(Santamaría, 2013).             

 

5.6. MANIPULACIÓN GENÉTICA DE SISTEMAS IMPLICADOS EN LA 

TRANSCRIPCIÓN GÉNICA 

La identificación y posterior sobreexpresión del CSR de un cluster silenciado podría 

activar la síntesis del metabolito críptico como en el caso de las estambomicinas en S. 
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ambofaciens, cuya producción se descubrió al sobreexpresar el regulador LAL 

SamR0484 presente en el cluster (Laureti et al., 2011). Además, en S. albus la 

integración del gen pimM, un regulador del cluster de pimaricina de S. natalensis, 

provoca la síntesis de candicidinas y antimicinas (Olano et al., 2014). En otros casos, la 

estrategia es delecionar represores específicos de ruta como el gen scbR2, cuya proteína 

se mantiene unida al promotor del CSR cpkO reprimiendo su expresión en S. coelicolor 

(Gottelt et al., 2010) o delecionar alpW que hace que aumente la producción de 

kinamicina en S. ambofaciens (Bunet et al., 2011).       

La manipulación de reguladores con efecto pleiotrópico también puede ser una 

estrategia para descubrir nuevos metabolitos secundarios, así, la sobreexpresión de crp 

hace que aumente su síntesis en las cepas de Streptomyces WACA4988 y SPB74 (Gao 

et al., 2012).  

La expresión de RRs o HKs de TCSs en diferentes especies también puede activar o 

aumentar la producción de metabolitos secundarios. Así, la expresión de un alelo 

modificado de la HK AbsA1 en S. coelicolor provoca un aumento en la síntesis de 

antibióticos (Sheeler et al., 2005). Además, la expresión de esta HK modificada ha 

permitido identificar nuevas actividades antimicrobianas en 10 especies diferentes de 

Streptomyces y la producción de pulvomicina en S. flavopersicus (McKenzie et al., 

2010).  

 

6. ANTECEDENTES 

Uno de los objetivos más interesantes en el estudio de la regulación de la producción de 

antibióticos en Streptomyces es conocer las rutas de señalización que desencadenan la 

biosíntesis con vistas a la explotación industrial de cepas hospedadoras en las que se 

pueda controlar la producción de un metabolito secundario concreto. No obstante, ésta 

es una difícil tarea debido a la complejidad de la regulación de las rutas biosintéticas, así 

como el amplio rango de estímulos a los que estas bacterias son capaces de responder 

como se ha descrito en los apartados anteriores. 

 

Con el objetivo de ampliar el conocimiento de los mecanismos de respuesta mediados 

por los TCSs que regulan la biosíntesis de antibióticos, nuestro laboratorio inició esta 

línea de investigación en el año 2003. En la tesis doctoral “Sistemas de dos 

componentes y la regulación de la producción de antibióticos en Streptomyces 
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coelicolor” (Yepes, 2010) se llevó a cabo el estudio de la relevancia biológica y 

caracterización “in vitro” de los sistemas AbrA1/A2 y AbrC1/C2/C3 y este trabajo se ha 

centrado en el estudio detallado de AbrC3, el RR del segundo TCS. 

 

6.1. SISTEMA AbrC1/C2/C3 

Se trata de un TCS atípico ya que está formado por dos HKs: AbrC1 y AbrC2 

(SCOs4598/97) y un RR: AbrC3 (SCO4596) (Yepes et al., 2011). Además, estos tres 

genes no forman una única unidad transcripcional sino que tanto las HKs como el RR 

poseen regiones promotoras propias haciendo que su expresión sea independiente. 

Como se ha mencionado con anterioridad, sólo existe otro sistema con tres componentes 

en S. coelicolor y está formado por dos RRs (SCOs0870/0872) y una HK (SCO0871) en 

disposición RR-HK-RR formando un operón. 

 

El sistema AbrC1/C2/C3 está altamente conservado en otros Streptomyces (Hsiao y 

Kirby, 2009), por ejemplo, el RR AbrC3 (SCO4596) posee ortólogos en más de 15 

especies con más de un 90 % de identidad de secuencia (Figura I.11).  

Además, al menos el regulador y una de las HKs están conservados en otros géneros de 

actinomicetos destacando, entre otros, Corynebacterium, Mycobacterium y Frankia. 

 

 
Figura I.11. Representación del entorno génico del TCS abrC1/C2/C3 en diferentes especies de 

Streptomyces. 

  

La cepa mutante S. coelicolor ΔabrC1/C2/C3 presentaba diferencias fenotípicas 

significativas con respecto a la parental M145, así, mostraba una disminución en la 

producción de los antibióticos ACT, RED y CDA y un retraso en la diferenciación 

morfológica.  

Sistema AbrC1/C2/C3 Operón Nuo

S. coelicolor        4592      4593      4594    4595         abrC3         abrC2           abrC1       4599

S. avermitilis 4873      4874  ǁ 4876    4877          4878            4879             4880          4881

S. griseus 2933      2932   ǁ 2930    2929          2928            2927             2926          2925

S. scabies 37601    37591  ǁ 37571  37561        37551          37541           37521        37511

S. venezuelae 4296       4297  ǁ 4303    4304           4305            4306             4307          4308

S. clavuligerus 3592         X       3593      X       ǁ 3595            3596             3597          3598

S. lividans 4876       4877    4878    4879           4880            4881            4882          4883 
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Figura I.12. Producción de antibióticos y diferenciación morfológica de las cepas M145 y 

∆abrC1/C2/C3 en medio sólido. Modificado de Yepes et al., 2011. La producción de ACT se observó a 

los 3 días de crecimiento, la de RED y CDA a los 2 días y la diferenciación a los 3 días. 

 

Los ensayos de complementación de esta cepa mutante mostraron que la integración en 

el genoma de los genes abrC1/C2/C3 bajo el control de sus promotores restauraba el 

fenotipo de producción de ACT, sin embargo, no se alcanzaban los niveles de la cepa 

M145 debido a que la integración de los genes era ectópica y no se produjo en sus loci 

originales (Figura I.13). 

 

 

Figura I.13. Ensayo de complementación del mutante ΔabrC1/C2/C3. Cepas utilizadas: 

M145.pKC796Hyg, ΔabrC1/C2C3.pKC796Hyg y ΔabrC1/C2/C3.pHabrC1/C2/C3. Producción de ACT 

y diferenciación morfológica en medio sólido NA a los 3 días de crecimiento.  

 

Con estos resultados se clasificó al sistema codificado por los genes SCOs 4598/97/96 

como un regulador positivo de la producción de antibióticos en S. coelicolor y se le 

denominó AbrC1/C2/C3 (Antibiotic Regulator). 

 

6.2. AbrC1 Y AbrC2, LAS HISTIDINA QUINASAS DEL TCS 

Además, en el Trabajo de Fin de Grado (TFG) “Efecto fenotípico de la deleción de los 

genes codificantes de las quinasas AbrC1 y AbrC2 en Streptomyces coelicolor” 

ACT                RED                CDA                 DIF

M145

ΔabrC1/C2/C3

ΔabrC1/C2/C3.
pKC796Hyg

ΔabrC1/C2/C3.
pKC796Hyg

M145.
pKC796Hyg

M145.
pKC796Hyg

ΔabrC1/C2/C3.
pHabrC1/C2/C3

ΔabrC1/C2/C3.
pHabrC1/C2/C3
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(Franco, 2013) se estudió la importancia individual de cada una de las HKs en el 

fenotipo observado en la cepa mutante triple. Para ello se construyeron las cepas 

mutantes individuales y doble de las quinasas del sistema y se llevó a cabo su 

caracterización fenotípica y ensayos de complementación (Figura I.14). 

 

 
Figura I.14. Producción de ACT, RED y CDA de las cepas M145, ΔabrC1, ΔabrC2 y ΔabrC1/C2. 

Modificado de Franco, 2013. La producción de ACT se observó a los 3 días de crecimiento y la de RED y 

CDA a los 2 días. 

  

Sólo la cepa ΔabrC1 presentaba un fenotipo claro de incremento en la producción de 

antibióticos y la deleción de estos genes no influía en la diferenciación morfológica 

 

El análisis de la expresión de los genes abrC1 y abrC2 en diferentes condiciones de 

cultivo mediante RT-qPCR (manuscrito en preparación) (Rodríguez et al.) permitió 

determinar que ambas HKs se expresan de forma similar en los medios y tiempos 

estudiados. Por otro lado, utilizando oligonucleótidos que hibridaban en el ORF de una 

de las dos HKs se pudo comprobar que también existía un transcrito correspondiente a 

las dos HKs, indicando que el primer promotor delante de la abrC1 era capaz de 

transcribir eficientemente ambos genes pudiendo formar una unidad transcripcional. 

Además, se detectaron transcritos individuales de abrC2 en el mutante ∆abrC1 y de 

abrC1 en el mutante ∆abrC2, lo cual indica que la región anterior al gen abrC2 tiene 

también capacidad promotora. Sin embargo, no se detectó el transcrito de todo el 

sistema y sí de abrC3 individual, sugiriendo que el RR era una unidad transcripcional 

independiente a las HKs. 

 

M145         ΔabrC1           ΔabrC2      ΔabrC1/C2

ACT

RED

CDA
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Por otro lado, en la Tesis Doctoral (Yepes, 2010) se purificaron los dominios 

citoplasmáticos de AbrC1 y AbrC2 y se comprobó que ambas HKs eran capaces de 

autofosforilarse “in vitro”. Sin embargo, los resultados de los ensayos de transferencia 

de fosfato desde las HKs a AbrC3 “in vitro” no fueron claros ya que ambas proteínas 

tenían un tamaño similar y la transferencia de fosfato al RR era muy débil. En este 

trabajo también se demostró que la HK AbrC2 era capaz de fosforilar “in vitro” al RR 

huérfano SCO2281 tal y como habían sugerido Wang y colaboradores (Wang et al., 

2009b). Este regulador comparte una identidad del 59 % con AbrC3 y su relación con la 

regulación de la producción de antibióticos se estudia en este trabajo.  
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El objetivo principal de este trabajo es establecer la red de regulación ejercida por el RR 

AbrC3 sobre la producción de antibióticos y analizar el papel de cada uno de los 

miembros del sistema AbrC1/C2/C3 en su funcionalidad. Para ello se han abordado los 

siguientes puntos:   

 

1. Estudio de la relevancia biológica de AbrC3 en la producción de antibióticos en 

S. coelicolor M145 con independencia de las dos HKs del sistema. 

2. Estudio del papel ejercido por AbrC1, AbrC2 en la función del TCSs “in vivo”. 

3. Análisis de las diferencias de expresión génica entre la cepa mutante ΔabrC3 y 

la cepa parental S. coelicolor M145.  

4. Identificación de las dianas moleculares de AbrC3 “in vivo”. 

5. Determinar la importancia de AbrC3 en la activación del metabolismo 

secundario en otras especies de Streptomyces. 

6. Estudio de genes relacionados con el TCS AbrC1/C2/C3 y su implicación en la 

regulación de la producción de antibióticos. 
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CAPÍTULO 1 

RELEVANCIA BIOLÓGICA DE AbrC3 EN LA 

PRODUCCIÓN DE ANTIBIÓTICOS EN S. coelicolor 

 

1.1. CONSTRUCCIÓN DE LA CEPA MUTANTE S. coelicolor 

ΔabrC3 

El primer objetivo planteado en el trabajo fue la obtención del mutante simple del RR 

del sistema AbrC1/C2/C3 para su posterior estudio. La deleción del gen abrC3 se llevó 

a cabo siguiendo el sistema REDIRECT (Gust et al., 2003), con el que se reemplaza el 

gen deseado por un cassette mutagénico generado por PCR que confiere resistencia a 

apramicina (PCR Targeting System). 

Este método se realiza en dos etapas, en la primera el reemplazamiento del gen por 

recombinación homóloga se realiza en E. coli sobre un cósmido portando ADN de 

Streptomyces. En la segunda etapa, el cósmido mutado se transfiere a Streptomyces 

mediante conjugación intergenérica y se produce una segunda recombinación 

homóloga, en este caso entre el cósmido mutado y el ADN genómico de Streptomyces 

que provoca el reemplazamiento del gen por el cassette mutagénico. Por último, los 

clones de Streptomyces donde se ha producido la recombinación se seleccionan por su 

resistencia a apramicina. 

A continuación se describen los diferentes pasos llevados a cabo durante el proceso de 

mutación. 

 

La construcción del cassette de interrupción se llevó a cabo por PCR utilizando como 

ADN molde un fragmento del plásmido pIJ773 que contenía el gen de resistencia a 

apramicina (aac(3)IV), la secuencia específica del origen de transferencia (OriT) para el 

posterior traspaso del cósmido de E. coli a S. coelicolor y los extremos FRT de 

reconocimiento de la recombinasa. Los oligonucleótidos utilizados correspondían en su 

extremo 3’ a dicho fragmento del plásmido y en el extremo 5’ a las zonas flanqueantes 

del gen abrC3, y para que se produjese la posterior recombinación, esta última región 

debía de ser de al menos 39 nucleótidos (Poteete, 2001). Para asegurar esta longitud se 

llevó a cabo una primera reacción de PCR (SRG-20/AY-07) (Anexo Tabla 

Oligonucleótidos), y a continuación una segunda (SRG-21/AY-16) para elongar los 
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extremos del primer fragmento resultante, obteniendo el denominado cassette 

mutagénico (Figura R.1). 

 
Figura R.1. Representación esquemática del cassette mutagénico.  

 

El reemplazamiento del gen abrC3 en el cósmido correspondiente (SCD20) se llevó a 

cabo en la cepa E. coli BW25113 que contenía el plásmido de recombinación pIJ790 

termosensible en el que están clonados tres genes del fago λ (gam, bet y exo) bajo el 

promotor araBAD, inducible por arabinosa. Estos genes codifican las proteínas Redγ, 

Redβ y Redα implicadas en el proceso de recombinación entre secuencias de ADN 

homólogo de una longitud de 30-50 nucleótidos. Inicialmente, el cósmido SCD20 se 

introdujo por electroporación en E. coli BW25113 y a continuación el cassette 

mutagénico se introdujo mediante una segunda electroporación. Los clones en los que 

se produjo la recombinación tras la inducción con arabinosa, se seleccionaron de forma 

positiva por las resistencias a antibióticos conferidas por el cósmido y el cassette de 

mutación (ampR, knR y apraR) y para comprobar que el reemplazamiento se produjo 

correctamente se aisló el cósmido de varios clones y se analizaron en ensayos de 

restricción utilizando la endonucleasa XhoI (Figura R.2).  

 

 
Figura R.2. Comprobación mediante cortes con la enzima de restricción XhoI del reemplazamiento 

génico en el cósmido SCD20. En el carril número 1 se muestra el patrón obtenido del cósmido original y 

en el carril número 2 del cósmido mutado. A la derecha se muestran las bandas esperadas según el 

programa Gene Construction Kit (GCK). Una de las bandas diferenciales se resalta en rojo. 

 

FRT   ApraR   OriT   FRT 

~ 40 pb                                                         ~ 40 pb         
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Una vez comprobado que el reemplazamiento del gen se había producido 

correctamente, el cósmido mutado (ΔSC20-2) se transfirió a S. coelicolor M145 por 

conjugación intergenérica entre E. coli ET12567/pUZ8002 y S. coelicolor. La cepa de 

E. coli utilizada era no metilante ya que S. coelicolor posee un potente sistema de 

restricción contra ADN metilado, además porta el plásmido pUZ8002 con los genes tra 

necesarios para la transferencia del ADN y previamente se le había introducido el 

cósmido mutado por electroporación.  

La selección de los conjugantes de Streptomyces se realizó en placas SFM+MgCl2 y los 

antibióticos apramicina y ácido nalidíxico para seleccionar conjugantes de Streptomyces 

y eliminar E. coli respectivamente. 

 

En el evento de recombinación entre el cósmido mutado y el ADN de Streptomyces lo 

más probable es que en primer lugar se dé un sólo sobrecruzamiento y se integre todo el 

cósmido en el genoma adquiriendo la doble resistencia knR+apraR conferidas por el 

cósmido y el cassette respectivamente. Para seleccionar los dobles recombinantes los 

clones conjugantes se sometieron a sucesivas rondas de esporulación y posterior 

selección de los clones knS+apraR en medio NA. Esto es debido al desarrollo sincitial de 

Streptomyces, donde en un mismo compartimento celular existen varios genomas 

pudiendo coexistir copias con el reemplazamiento de gen correcto y otras con la 

integración completa del cósmido. 

 

La comprobación del reemplazamiento del gen se llevó a cabo mediante el análisis 

del ADN genómico de los clones seleccionados por PCR y Southern-blot (Figura R.3).  

Para la comprobación por PCR se extrajo el ADN genómico de las cepas M145 y 

mutantes ΔabrC3 con el kit Extract-N-Amp Plant PCR (Sigma) y se hicieron las 

siguientes reacciones de amplificación. Se usaron tres parejas de oligonucleótidos 

diferentes: internos a abrC3 (SRG-01/SRG-02) en los que sólo hubo amplificación del 

gen en la cepa M145 (669 nucleótidos); oligonucleótidos medios que hibridan parte en 

el cassette mutagénico y parte en los extremos del gen (SRG-20/AY-07) y que sólo 

amplificaron el cassette en los clones mutantes (1447 nucleótidos) indicando que el 

reemplazamiento génico se había producido en el lugar correcto del genoma; y 

oligonucleótidos externos (SRG-21/AY-16), adyacentes a abrC3 con los que se 

amplificó tanto el gen en la cepa M145 (755 nucleótidos) como el cassette en los clones 

mutantes (1551 nucleótidos).   
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Para la comprobación por Southern-blot el ADN genómico se extrajo por el método 

modificado de “lisis neutra” (Kieser et al., 2000) y se digirió con las enzimas de 

restricción XhoI y PstI por separado. Se siguió el protocolo descrito en Materiales y 

Métodos utilizando el promotor de abrC3 marcado con digoxigenina como sonda. 

 

Figura R.3. A) Análisis por PCR del mutante ΔabrC3. Se muestran las bandas resultantes de las cepas 

M145 (1) y ΔabrC3 (2) usando oligonucleótidos internos, medios y externos. B) Análisis por Southern-

blot del mutante ΔabrC3. Los carriles 1 y 2 muestran las bandas obtenidas tras la digestión del ADNg de 

las cepas M145 y ΔabrC3 con XhoI respectivamente y los carriles 3 y 4 tras la digestión con PstI. A la 

derecha se muestran las bandas esperadas según el programa GCK. Las bandas diferenciales se resaltan 

en rojo. 

 

Las  bandas obtenidas y su tamaño en cada ensayo correspondían con los esperados por 

lo que se concluyó que el reemplazamiento del gen abrC3 en S. coelicolor M145 se 

había producido de forma correcta.  

 

1.2. ESTUDIO FENOTÍPICO DE LA CEPA ΔabrC3 

Una vez obtenido el mutante ΔabrC3 se llevó a cabo su estudio fenotípico para 

comprobar si, al igual que el mutante ΔabrC1/C2/C3 carente del TCS completo, 

mostraba una reducción en la producción de los antibióticos ACT, RED y CDA y un 

retraso en la diferenciación morfológica (Yepes et al., 2011), o si la eliminación del RR 

y no de las HKs afectaba de diferente manera a S. coelicolor.   
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En un primer momento, se inocularon una serie de medios tanto sólidos como líquidos 

para comprobar si en alguno de ellos la cepa ΔabrC3 presentaba diferencias en la 

producción de antibióticos y desarrollo morfológico respecto a las cepas M145 y 

ΔabrC1/C2/C3. El medio en el que se observaron mayores diferencias fue el Agar 

Nutritivo (NA) y su variante líquida Caldo Nutritivo (NB) por lo que estos fueron los 

medios elegidos para llevar a cabo este estudio en profundidad. 

 

En medio sólido NA se sembraron gotas de 5 µl que contenían 105 esporas y se 

incubaron durante distintos tiempos a 30 ºC para observar la producción de ACT y RED 

y la diferenciación morfológica. En el caso del CDA se llevó a cabo el bioensayo frente 

a B. subtilis descrito en Materiales y Métodos.   

El mutante ΔabrC3 mostró una reducción en la producción de ACT, RED y en la 

diferenciación morfológica al igual que el mutante ΔabrC1/C2/C3. Sin embargo, la 

producción de CDA en el mutante simple no estaba disminuida mientras que sí lo estaba 

en el triple, hecho que indicaría que son las HKs del sistemas las implicadas en la 

regulación de la producción de este antibiótico y no el RR (Figura R.4). 

 

 

Figura R.4. Producción de ACT, RED, CDA y diferenciación morfológica (DIF) en medio sólido NA y 

producción de ACT en medio líquido NB de las cepas M145, ΔabrC1/C2/C3 y ΔabrC3. La producción 

de ACT se observó a los 3 días de crecimiento, la de RED y CDA a los 2 días y la diferenciación a los 3 

días.  
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Para estudiar el fenotipo en medio líquido se inoculó medio NB con 4x106 e/ml y se 

incubó a 30 ºC a diferentes tiempos para observar la producción de ACT. Se vio que el 

mutante ΔabrC3 era incapaz de producir este antibiótico, quedando los cultivos sin 

colorear de azul, al contrario que el mutante triple el cual, aún estando la producción 

disminuida alrededor del 30 %, era capaz de sintetizar ACT comparándolo con la cepa 

M145 (Figura R.4).                                                                  

 

Para corroborar estos resultados se llevó a cabo un análisis cromatográfico mediante 

HPLC-MS de cultivos líquidos de las cepas M145 y ΔabrC3 (Figura R.5). La 

producción de ACT de la cepa mutante (representada en gris) era inexistente 

comparándola con la M145 (en negro) tanto intracelular como en el sobrenadante del 

cultivo y además, la producción de RED se encontraba disminuida en la cepa ΔabrC3.  

 

Figura R.5. Análisis mediante HPLC-MS de la producción de ACT y RED intracelular y en el 

sobrenadante de cultivos de las cepas M145 (negro) y ΔabrC3 (gris).   

 

Para descartar que la diferencia de producción de antibióticos se debiese a defectos en el 

desarrollo de la cepa mutante, se llevaron a cabo curvas de crecimiento en medio NB 

tomando muestras de cultivos líquidos cada 8 horas y cuantificando su peso seco como 

se indica en Materiales y Métodos. El mutante ΔabrC3 no mostraba defectos en 

crecimiento respecto a la cepa M145 (Figura R.6), por lo que la disminución de la 
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biosíntesis no se debía a esta razón, sino que el RR AbrC3 estaría implicado, directa o 

indirectamente, en la regulación de la producción de antibióticos. 

 

 
Figura R.6. Curva de crecimiento de las cepas M145 (negro) y ∆abrC3 (gris) en medio NB (mg de peso 

seco/ml de cultivo). Las barras de error corresponden al error típico de la media.  

 

También se llevó a cabo el estudio del ciclo de vida de la cepa ΔabrC3 descrito por el 

grupo del Dr. Manteca (Manteca et al., 2005) basado en técnicas de microscopía 

confocal, tinciones de viabilidad y marcadores bioquímicos de crecimiento, 

diferenciación y muerte celular. No se observaron diferencias entre la cepa carente de 

abrC3 y la parental M145, indicando de nuevo la implicación de AbrC3 en el control de 

la síntesis de metabolitos secundarios.      

 

1.3. ENSAYOS DE COMPLEMENTACIÓN DEL MUTANTE ΔabrC3 

Una vez obtenida la cepa mutante ΔabrC3 y estudiado su fenotipo era importante 

comprobar que la disminución en la producción de antibióticos y el retraso en la 

diferenciación morfológica observados se debían a la deleción del gen abrC3 y no a 

efectos polares derivados de la integración del cassette mutagénico en el genoma de 

Streptomyces.  

Para ello y siguiendo la estrategia descrita en Materiales y Métodos, se construyó el 

plásmido pSETabrC3, derivado del vector pSET152t, un plásmido bifuncional E. coli-

Streptomyces que se integra en el genoma de Streptomyces en el sitio del fago ϕC31, no 

en el locus original del gen. Una vez obtenido este plásmido, se transformó con él la 

cepa ΔabrC3 y se seleccionaron los clones resultantes por su resistencia a tioestreptona. 

También se transformaron la cepa mutante y la M145 con el vector pSET152t y se 

usaron como controles debido a que la integración del plásmido vacío en el sitio ϕC31 
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provoca, por sí misma, una disminución en la producción de antibióticos (Baltz, 1998). 

Por último, se llevó a cabo el estudio fenotípico de estas cepas similar al descrito 

anteriormente (Figura R.7). 

 
Figura R.7. Ensayo de complementación del mutante ΔabrC3. Cepas utilizadas: M145.pSET152t, 

ΔabrC3.pSET152t y ΔabrC3.pSETabrC3. Producción de ACT, RED y diferenciación morfológica (DIF) 

en medio sólido NA y producción de ACT en medio líquido NB. La producción de ACT se observó a los 

3 días de crecimiento, la de RED a los 2 días y la diferenciación a los 4 días.  

 

Los resultados de este ensayo indicaron que la integración de una copia del gen abrC3 

junto a su promotor en el genoma de la cepa mutante restauraba la producción de ACT y 

RED y la diferenciación morfológica. Por lo tanto, el fenotipo observado en la cepa 

ΔabrC3 se debía realmente a la ausencia de abrC3 y no a efectos polares, corroborando 

la implicación del RR en la regulación de estos procesos.  

 

1.4. EFECTO DE LA SOBREEXPRESIÓN DE abrC3 

Como ya se ha mencionado en los antecedentes, en la Tesis Doctoral (Yepes, 2010), se 

comprobó que la deleción del TCS AbrC1/C2/C3 causaba una disminución en la 

producción de antibióticos en S. coelicolor. Por esta razón, se pensó que la función de 

este sistema, y en particular del RR AbrC3, sería activar la expresión de genes 

implicados en la síntesis de antibióticos y por lo tanto, promover su producción. Con el 

objetivo de estudiar si la mayor dosis de abrC3 induciría más producción, en dicha tesis 

ACT

RED

DIF

ACT
líquido



Resultados │ 

53 │ 
 

se llevó a cabo la sobreexpresión de abrC3 en alto número de copias. Para ello, se 

transformó la cepa M145 con pNXabrC3, un plásmido multicopia (40-100 copias) en el 

que el gen quedó bajo el control del promotor fuerte de la xilanasa xysA de S. halstedii 

(Rodríguez et al., 2005) (Figura R.8).  

 

 
Figura R.8. Transformantes de la cepa M145 con los plásmidos pN702GEM3 y pNXabrC3 a los 6 días 

de crecimiento. La escala corresponde a 0,1 cm (Yepes, 2010).  

 

Como se observa en la Figura R.8, las colonias que sobreexpresaban el RR presentaban 

un tamaño menor y un desarrollo morfológico lento y aberrante en comparación con las 

colonias que portaban el plásmido vacío (pN702GEM3). Debido a esta toxicidad, no se 

pudo obtener esporas de este transformante con las que inocular cultivos para 

cuantificar la producción de antibióticos.   

 

Una vez comprobado que la sobreexpresión de abrC3 en alto número de copias era 

tóxica en S. coelicolor M145, en este trabajo se estudió si la sobreexpresión del gen en 

bajo número provocaría los mismos efectos. Para ello, se construyó el plásmido 

pHJLabrC3 como se describe en Materiales y Métodos. Se trataba de un vector de 5-10 

copias en el que el gen se encontraba bajo el control de su propio promotor. Se 

transformó la cepa M145 con este plásmido y el vector vacío pHJL401 y las colonias 

resultantes eran similares en aspecto en ambos casos. Al ser AbrC3 un regulador 

positivo de la producción de antibióticos y no ser tóxico en bajo número de copias, 

podría estar llevando a cabo su función de activar la biosíntesis. Así, se obtuvieron 

esporas de estos transformantes, se inocularon cultivos líquidos de NB y se cuantificó la 

producción de ACT a los 5 y 7 días (Figura R.9). 
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Figura R.9. Cuantificación de ACT (nM/ml de cultivo) de las cepas M145(pHJL401) y 

M145(pHJLabrC3) en medio NB a los 5 y 7 días de cultivo. Las barras de error corresponden al error 

típico de la media. 

 

La sobreexpresión de abrC3 provocaba un aumento de la producción de ACT de un 33 

% a los 5 y un 14 % a los 7 días de cultivo, indicando que, a dosis bajas, abrC3 tenía un 

efecto activador en la síntesis de antibióticos en S. coelicolor y no provocaba toxicidad. 

 

1.5. CONSTRUCCIÓN DE FORMAS MODIFICADAS DE abrC3 

Como se ha mencionado anteriormente, en la Tesis Doctoral (Yepes, 2010) se observó 

que la sobreexpresión de abrC3 en alto número de copias provoca toxicidad en S. 

coelicolor M145, sin embargo, también se comprobó que la sobreexpresión en la cepa 

carente de todo el sistema ΔabrC1/C2/C3, no era tóxica (Figura R.10).  

 

 
Figura R.10. Transformantes de las cepas M145 y ΔabrC1/C2/C3 con los plásmidos pN702GEM3 y 

pNXabrC3 a los 6 días de crecimiento. La escala corresponde a 0,1 cm (Yepes, 2010).  

 

S. coelicolor M145

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

5 días 7 días

nM
 A

C
T

/m
l

pHJL401 pHJLabrC3

pN702GEM3                   pNXabrC3       

S. coelicolor
M145

S. coelicolor
ΔabrC1/C2/C3



Resultados │ 

55 │ 
 

Este hecho podría deberse a que la cepa mutante carecía de las HKs del sistema por lo 

que el RR, aunque se encontraba en exceso, no era fosforilado y por lo tanto se 

encontraba inactivo sin provocar daño a las células.   

 

En este trabajo se propuso construir las versiones fosfoablativa y fosfomimética del RR 

y utilizar su sobreexpresión en las cepas M145 y ΔabrC1/C2/C3 como herramienta para 

comprobar si estas formas modificadas de AbrC3 provocarían el efecto esperado. Así, la 

forma fosfoablativa debería no provocar toxicidad, mientras que la  fosfomimética 

debería ser tóxica en ambas cepas.  

Como se ha mencionado en la Introducción, en los RRs existen tres aminoácidos 

Asp/Glu que forman el llamado bolsillo ácido y generan el entorno electronegativo 

adecuado para la unión del fosfato, destacando entre ellos el Asp fosforilable. En AbrC3 

estos residuos clave correspondían al Glu en posición 11, el Asp 12 y el Asp 61, siendo 

este último el aceptor de fosfato. (Figura R.11).  

 

 
Figura R.11. Secuencia de aminoácidos del RR AbrC3. Los residuos marcados con el símbolo ^ forman 

el bolsillo ácido y el aminoácido marcado con * es el Asp fosforilable. 

 

La construcción de las formas modificadas de AbrC3 se basó en el estudio previo de 

PhoB de E. coli (Arribas-Bosacoma et al., 2007) y el proceso llevado a cabo se detalla 

en Materiales y Métodos. Así, en la versión fosfoablativa se sustituyó el Asp 61 por el 

aminoácido no fosforilable Ala (D61A) dando lugar a la proteína AbrC3-DA. En el caso 

de la forma fosfomimética, se cambiaron el Asp 12 por Ala y el Asp 61 por Glu 

(D12AD61E) obteniendo la proteína AbrC3-DADE. Con las versiones modificadas de 

abrC3 que dan lugar a estas proteínas, se sustituyó el gen original en el plásmido de 

sobreexpresión pNXabrC3 y se transformaron las cepas M145 y ΔabrC1/C2/C3 (Figura 

R.12). 
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Figura R.12. Transformantes de las cepas M145 y ΔabrC1/C2/C3 con los plásmidos pN702GEM3, 

pNXabrC3, pNXabrC3-DA y pNXabrC3-DADE a los 6 días de crecimiento. La escala corresponde a 0,1 

cm. 

 

La sobreexpresión del gen de la versión fosfoablativa AbrC3-DA no era tóxica en 

ninguna de las dos cepas. Así, este resultado indicaba que aunque en la cepa M145 

estaban presentes las HKs, el RR no podía ser fosforilado debido al cambio del D61A. de 

este modo, AbrC3 se mantenía inactivo y no provocaba toxicidad.      

En el caso de la versión fosfomimética AbrC3-DADE, la sobreexpresión de su gen era 

tóxica en ambas cepas indicando que este RR modificado no necesitaba ser fosforilado 

para adquirir su conformación activa y ejercer su función. 

 

Todos estos resultados indican que la toxicidad observada era dependiente de la 

fosforilación del Asp 61 del AbrC3 y que esta fosforilación era dependiente de la 

presencia de las HKs del sistema. 

 

1.6. ESTUDIO “IN VIVO” DE LA FUNCIÓN DE LAS HKs AbrC1 Y 

AbrC2 EN EL TCS  

En el TFG (Franco, 2013) se construyeron las cepas mutantes individuales de las HKs 

del sistema (ΔabrC1 y ΔabrC2) y se estudió su fenotipo. Se observó que sólo la cepa 

ΔabrC1 presentaba un fenotipo de mayor producción de antibióticos lo que sugería que 

las HKs AbrC1 y AbrC2 ejercían diferentes funciones en el sistema. En este trabajo se 

llevó a cabo la sobreexpresión de abrC3 en estas cepas mutantes y se complementó el 

mutante triple ΔabrC1/C2/C3 con el RR y cada una de las dos HKs de manera 

independiente. Estos estudios podrían considerarse como una medida indirecta de la 

implicación de cada HK en la fosforilación y activación de AbrC3 “in vivo”. 

pN702GEM3                   pNXabrC3                  pNXabrC3-DA           pNXabrC3-DADE   
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 La sobreexpresión de abrC3 se realizó como en los estudios anteriores, utilizando el 

plásmido de alto número de copas pNXabrC3 y pN702GEM3 como vector control 

(Figura R.13).  

 

 
Figura R.13. Transformantes de las cepas M145, ΔabrC1, ΔabrC2 y ΔabrC1/C2/C3 con los plásmidos 

pN702GEM3 y pNXabrC3 a los 6 días de crecimiento. La escala corresponde a 0,1 cm. 

 

La sobreexpresión de abrC3 en las cepas ΔabrC1 y ΔabrC2 era incluso más tóxica que 

en la cepa M145. Así, el tamaño de las colonias era menor y no eran capaces de 

producir ACT en ningún caso. Además, la toxicidad era mayor en la cepa ΔabrC1 que 

en la cepa ΔabrC2, siendo su desarrollo morfológico más aberrante si cabe, generando 

colonias pequeñas de micelio sustrato que no llegaban a producir los parches de micelio 

aéreo que sí que desarrollaban las cepas M145 y ΔabrC2 que sobreexpresaban abrC3. 

Estos resultados muestran, indirectamente, que ambas HKs eran capaces de fosforilar 

AbrC3 de forma independiente provocando toxicidad cada una por separado. 

 

Por otro lado, se realizaron experimentos de complementación de la cepa mutante triple 

ΔabrC1/C2/C3 con el RR y cada una de las dos HKs de manera independiente para 

estudiar la implicación de cada HK en la activación de AbrC3 “in vivo”. Para este fin, 

se utilizaron los plásmidos integrativos pHabrC1/C3 y pHabrC2/C3 y el vector 

pKC796Hyg como control (ver Materiales y Métodos) (Figura R.14).  
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Figura R.14. Ensayo de complementación de la cepa ΔabrC1/C2/C3 con el RR y cada una de las HKs de 

forma independiente. Cepas utilizadas: ΔabrC1/C2/C3.pKC796Hyg, ΔabrC1/C2/C3.pHabrC1/C3 y 

ΔabrC1/C2/C3.pHabrC2/C3. La parte superior de la placa muestra la diferenciación morfológica y la 

inferior la producción de ACT en medio sólido NA a los 3 días de crecimiento. 

 

El fenotipo de menor producción de ACT mostrado por la cepa ΔabrC1/C2/C3 revertía 

al integrar en el genoma los genes abrC2/C3 (situación equivalente a la cepa ∆abrC1) 

pero no los genes abrC1/C3 (equivalente a la cepa ∆abrC2). 

 

Estos resultados muestran que ambas HKs presentan distinta actividad en el 

funcionamiento del sistema, mostrando AbrC2 una mayor relevancia a la hora de activar 

AbrC3. 
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CAPÍTULO 2 

DIFERENCIAS DE EXPRESIÓN GÉNICA ENTRE LAS 

CEPAS MUTANTE ΔabrC3 Y LA PARENTAL M145 

 

El objetivo de esta parte del trabajo fue identificar qué genes se encontraban 

diferencialmente expresados en la cepa ΔabrC3 y por lo tanto, eran responsables de la 

disminución de la producción de antibióticos y del retraso en la diferenciación 

morfológica observados en dicha cepa. Para ello, se llevó a cabo el análisis de las 

diferencias de expresión génica comparando la abundancia de ARNm entre esta cepa y 

la parental M145 mediante microarrays de expresión. 

 

2.1. CONDICIONES DEL ENSAYO 

Como se ha comentado anteriormente, en el medio líquido NB era donde se observaban 

mayores diferencias de producción de ACT y RED en la cepa mutante ΔabrC3. Por esta 

razón, se eligió este medio para llevar a cabo tanto este estudio como el ensayo de 

ChIP-chip descrito en el siguiente capítulo de este trabajo. El material biológico 

empleado en ambos casos procedía de los mismos cultivos y fue recogido a los mismos 

tiempos. Se utilizaron dos réplicas biológicas de cada cepa y para ello se inocularon, 

para cada tiempo de estudio, matraces indentados de 500 ml con 160 ml de medio NB y 

4x106 e/ml y a las 36, 48 y 60 horas se tomaron muestras que se procesaron según los 

requerimientos de cada experimento.  

Para este estudio, el micelio se trató con RNA Protect (Qiagen) y se congeló hasta la 

posterior extracción del ARN tal y como se describe en Materiales y Métodos. La 

cantidad de ARN obtenida se cuantificó utilizando el NanoDrop ND-1000 y su calidad 

se analizó mediante el Bioanalyzer 2100 (Figura R.14). 
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Figura R.14. Análisis mediante Bioanalyzer 2100 de la calidad del ARN extraído para llevar a cabo el 

estudio de diferencias de expresión génica. Las muestras 1 y 2 corresponden a las réplicas de la cepa 

M145 y las 3 y 4 a la cepa ΔabrC3 a las 36 horas, y las sucesivas en el mismo orden correspondientes a 

las 48 (carriles 5-8) y 60 horas (carriles 9-12).    

 

Este experimento se basó en hibridaciones tipo ADNc versus ADNg en el que el ADNc 

representaba el transcriptoma de cada cepa en un determinado tiempo de cultivo, y se 

obtuvo y marcó con Cy3 a partir del ARN purificado previamente. Por otro lado, el 

ADNg de la cepa parental M145 marcado con Cy5 se utilizó como ADN de referencia 

en el estudio ya que representaba de forma equitativa todos los genes de S. coelicolor. 

Además, al utilizarlo como referencia en todas las hibridaciones, permitió realizar un 

análisis comparativo global entre ellas aunque se hubiesen realizado de manera 

independiente.    

Se utilizaron microarrays IJISS 105K de S. coelicolor, cuyas características se 

describen en Materiales y Métodos (Lewis et al., 2010). Sobre ellos se hibridó de forma 

simultánea ADNc-Cy3 y ADNg-Cy5 y una vez finalizado el proceso de hibridación, 

lectura y análisis de los datos se obtuvo un valor del ratio log2 ADNc/ADNg para cada 

gen cuya inversa logarítmica representaba el fold change (cuántas veces un transcrito 

estaba subexpresado o sobreexpresado en la cepa ΔabrC3 respecto a la cepa M145). 

Como valores estadísticos se fijaron un pfp (probabilidad de falsa predicción) menor o 

igual a 0,15 y/o un p-valor  menor o igual a 0,005, parámetros estadísticos que ya 

habían sido validados en estudios previos (Bucca et al., 2009). 

 

2.2. RESULTADOS DE LOS MICROARRAYS 

Tras el análisis de los datos, se observó que no existían grandes diferencias de expresión 

entre la cepa ΔabrC3 y la M145, de hecho, sólo 32 genes se encontraban subexpresados 
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y 8 sobreexpresados en la cepa mutante. Sin embargo, algunas de estas diferencias eran 

muy significativas. 

 

2.2.1. GENES SUBEXPRESADOS 

Como se ha mencionado anteriormente, sólo 32 genes se encontraban subexpresados en 

la cepa ΔabrC3 respecto a la cepa M145, y de ellos la mitad correspondían a los genes 

del cluster de ACT (Tabla R.1). 

 

Tabla R.1. Genes del cluster de ACT diferencialmente subexpresados en la cepa ΔabrC3 respecto a la 

cepa M145 (pfp ≤ 0,15 y/o p-valor ≤ 0,005).  

SCO / Nombre Función pfp p-valor Fold change
5071 Hidroxiacil-CoA deshidrogenasa 0,002 0 -1,77 
5072 Hidroxiacil-CoA deshidrogenasa 0 0 -2,13 
5073 Oxidorreductasa putativa 0 0 -2,09 
5074 Deshidratasa putativa 0 0 -3,25 

5075 / OFR4 Oxidorreductasa putativa 0 0 -2,23 
5077 / actVA2 Proteína hipotética 0,001 0 -1,99 
5078 / actVA3 Proteína hipotética 0 0 -2,28 
5079 / actVA4 Proteína hipotética conservada 0 0 -2,28 
5080 / actVA5 Hidrolasa putativa 0 0 -2,25 
5081 / actVA6 Proteína hipotética 0 0 -2,59 

5085 / actII-ORF4 Regulador activador del clúster de ACT 0 0 -2,85 
5086 / actIII Cetoacilrreductasa 0 0 -2,80 

5087 / actI-ORF1 Subunidad alfa de actinorrodina beta-cetoacilsintasa 0,008 0 -1,83 
5088 / actI-ORF2 Subunidad beta de actinorrodina beta-cetoacilsintasa 0,003 0 -1,92 
5089 / actI-ORF3 Portador de grupos acilo de actinorrodina sintasa 0 0 -3,11 

5090 / actVII Actinorrodina sintasa bifuncional ciclasa/deshidratasa 0,06 0,0002 -1,63 

 

Como se observa en la Tabla R.1, la mayoría de los genes del cluster de ACT se 

encontraban subexpresados, hecho que explica la no producción de ACT por parte de la 

cepa ΔabrC3 en medio NB. Entre estos genes cabe destacar actII-ORF4, el CSR del 

cluster, que como se ha comentado en la introducción, es el regulador específico de la 

síntesis del antibiótico (Fernández-Moreno et al., 1991). 

En la cepa M145, entre las 36 y 48 horas se produce un incremento en la expresión de 

los genes del cluster de ACT que se mantiene hasta las 60 horas debido a que se está 

llevando a cabo el programa de expresión génica necesario para preparar la maquinaria 

implicada en la síntesis del antibiótico (Figura R.15). Sin embargo, en la cepa mutante 

ΔabrC3 no existe tal incremento en la expresión a partir de las 36 horas, sino que se 

mantiene a niveles muy bajos o incluso llega a disminuir en algunos casos lo que hace 

que la célula no esté preparada para producir ACT. 
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Figura R.15. Perfil de expresión de los genes del cluster de ACT de las cepas M145 y ΔabrC3 a las 36, 

48 y 60 horas.   

 

El resto de genes cuya expresión se encontraba disminuida en el mutante ΔabrC3 

respecto a la cepa M145 se recoge en la Tabla R.2. 

 

Tabla R.2. Genes no pertenecientes al cluster de ACT diferencialmente subexpresados en la cepa 

ΔabrC3 respecto a la cepa M145 (pfp ≤ 0,15 y/o p-valor ≤ 0,005).  

SCO / Nombre Función pfp p-valor Fold change 
0045 Proteína hipotética 0.127 0.0005 -1.23 
0682 Proteína hipotética SCF15.03c 0.053 0.0001 -1.25 
0736 Proteína de secreción putativa 0.019 0 -1.45 

1480 / sIHF Factor de integración 0.090 0.0003 -1.28 
1550 Proteína de membrana pequeña putativa 0.070 0.0002 -1.35 
1839 Regulador de transcripción putativo 0.120 0.0005 -1.40 

2113 / bfr Bacterioferritina putativa 0.050 0.0001 -1.24 
2779 / acdH Acil-CoA deshidrogenasa 0.145 0.0006 -1.27 

3218 Proteína pequeña conservada hipotética 0.018 0 -1.39 
3327 Proteína hipotética 0.051 0.0002 -1.41 

3328 / bdtA Factor de transcripción putativo  0.055 0.0002 -1.47 
4425 / afsS Regulador tipo sigma 0.001 0 -1.83 
5240 / wblE Factor sigma putativo 0.158 0.0007 -1.36 

5915 Ácidos grasos desaturasa 0.081 0.0003 -1.39 
6205 Treonina deshidrogenasa putativa 0.158 0.0007 -1.43 

6992 / absR1 Proteína reguladora 0.056 0.0001 -1.57 
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Entre estos genes cabe destacar la presencia de reguladores de la transcripción 

previamente relacionados con el control de la producción de antibióticos como sIHF 

(SCO1480) (Swiercz et al., 2013), afsS (SCO4425) (Lian et al., 2008) y absR1 

(SCO6992) (Park et al., 2000), los cuales podrían ser responsables de la menor 

producción de RED de la cepa mutante ΔabrC3. También el gen SCO1839, que codifica 

una proteína con un dominio HTH de unión al ADN por lo que podría tratarse de otro 

regulador transcripcional putativo. La menor expresión de los genes implicados en 

diferenciación morfológica wblE (SCO5240) (Homerova et al., 2003; Fowler-

Goldsworthy et al., 2011), una proteína citoplasmática tipo factor sigma y bdtA 

(SCO3328) (Elliot et al., 2001; den Hengst et al., 2010), un factor de la transcripción 

putativo regulado por BldD, podría ser la responsable del retraso en el desarrollo 

observado en la cepa ΔabrC3. También se encontraban subexpresados el gen acdH 

(SCO2779) que codifica una acil-CoA deshidrogenada implicada en el catabolismo de 

aminoácidos en S. coelicolor y S. avermitilis (Zhang et al., 1999) y SCO3218, gen sin 

función conocida situado en el cluster de CDA.    

 

2.2.2. GENES SOBREEXPRESADOS 

Sólo 8 genes se encontraban sobreexpresados en la cepa ΔabrC3 respecto a la cepa 

M145 (Tabla R.3). Entre ellos, cabe destacar el gen de la proteína ribosomal rplP 

(SCO4709) y chpE (SCO1800), una chaplina de secreción implicada en el desarrollo de 

las hifas aéreas (Capstick et al., 2011).   

 

Tabla R.3. Genes diferencialmente sobreexpresados en la cepa ΔabrC3 respecto a la cepa M145 (pfp ≤ 

0,15 y/o p-valor ≤ 0,005). 

SCO / Nombre Función Pfp p-valor Fold change 
1800 / chpE Chaplina de secreción 0.145 0.0001 1.12 

2605 Proteína hipotética SCC88.16 0.140 0.0002 1.36 
4187 Proteína de membrana putativa 0.040 0 1.52 

4709 / rplP Proteína ribosomal 50S L16 0.119 0.0001 1.16 
6329 Proteína hipotética SC10H5.05 0.115 0.0001 1.38 
6809 Transportador integral de membrana putativo 0.124 0.0001 1.41 
7665 Proteína hipotética 0.131 0.0002 1.07 
7801 Proteína de membrana putativa 0.131 0.0002 1.39 
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2.3. VALIDACIÓN DE LOS RESULTADOS MEDIANTE PCR 

CUANTITATIVA A TIEMPO REAL 

Con el objetivo de validar los resultados obtenidos en los microarrays, se decidió 

comprobar si alguno de estos genes también se encontraba diferencialmente expresado 

mediante análisis por qRT-PCR. 

Para llevar a cabo las reacciones de PCR se utilizaron sondas específicas para cada gen 

marcadas 5’FAM-3’TAMRA (6-carboxifluoresceína y 6-carboxitetrametilrrodamina 

respectivamente) que, junto a los oligonucleótidos usados en cada caso, se recogen en el 

Anexo Tabla Oligonucleótidos. El protocolo seguido y las condiciones utilizadas en este 

estudio se detallan en Materiales y Métodos. 

Los genes seleccionados para estudiar las diferencias de expresión entre las cepas 

ΔabrC3 y M145 mediante qRT-PCR fueron el CSR del cluster de la ACT actII-ORF4, 

los reguladores transcripcionales afsS y absR1 y la enzima acdH, todos ellos 

subexpresados en la cepa ΔabrC3, y rplP, que codifica una proteína ribosomal y se 

encuentra sobreexpresado (Tabla R.4). 

 

Tabla R.4. Validación por qRT-PCR de cinco genes diferencialmente expresados identificados en el 

estudio de microarrays. 

SCO / Nombre Función 
Fold change 

Microarray qRT-PCR 
2779 / acdH Acil-CoA deshidrogenasa -1,27 -2,13 
4425 / afsS Regulador tipo sigma -1,83 -3,06 

5085 / actII-ORF4 Regulador activador del clúster de ACT -2,85 -3,90 
6992 / absR1 Proteína reguladora -1,57 -3,65 
4709 / rplP Proteína ribosomal 50S L16  1,16  2,11 

 

Una vez obtenidos los fold change de cada gen tanto por microarrays como por qRT-

PCR, se llevó a cabo una regresión lineal entre ellos (Figura R.16) y se obtuvo un 

coeficiente de correlación de R2=0,93. Por lo tanto, existía una alta correlación entre los 

resultados obtenidos de ambos ensayos, validando así los datos de diferencias de 

expresión génica obtenidos en el estudio de microarrays. 
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Figura R.16. Regresión lineal obtenida al correlacionar los fold change de cada gen obtenidos por 

microarrays y qRT-PCR (y = 1,5987x-0,0924; R2 = 0,9267).   

 

En el estudio de la expresión génica mediante microarrays, los genes abrC1 y abrC2, 

pertenecientes a las HKs del sistema, no resultaron diferencialmente expresados en la 

cepa mutante ΔabrC3. Para comprobar este dato se llevaron a cabo qRT-PCRs de estos 

genes (Tabla R.5) utilizando los oligonucleótidos recogidos en el Anexo Tabla 

Oligonucleótidos.    

 

Tabla R.5. Fold change de los genes abrC1 y abrC2 obtenidos por microarrays y qRT-PCR. 

SCO / 
Nombre 

Función 
Fold change 

Microarray qRT-PCR 
4598 / abrC1 HK del TCS AbrC1/C2/C3 -1,04 -1,08 
4597 / abrC2 HK del TCS AbrC1/C2/C3 -1,085 -1,12 

 

Como se observa en la Tabla R.5, tampoco existían diferencias en la expresión de estos 

genes cuando se analizaban mediante RT-qPCR, correlacionando de nuevo los datos de 

ambos estudios. Además, este hecho indicaba que AbrC3 no ejercía ningún control 

sobre los genes de las HKs del sistema, siendo su expresión independiente al RR.   
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CAPÍTULO 3 

BÚSQUEDA DE LAS DIANAS MOLECULARES DE AbrC3 

 

De forma simultánea a la identificación de los genes diferencialmente expresados en la 

cepa mutante ΔabrC3, se propuso buscar las dianas moleculares del regulador “in vivo” 

mediante ensayos ChIP-chip. El objetivo de este estudio fue identificar la expresión de 

qué genes se encontraba directamente regulada por AbrC3, o si el control de su 

expresión era ejercido de manera indirecta a través de otros reguladores que se 

encontrarían más abajo en una posible cascada de señalización. 

 

3.1. CONDICIONES DEL ESTUDIO 

Los ensayos de ChIP-chip permiten identificar interacciones ADN-proteínas “in vivo” 

combinando las técnicas de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) y los microarrays 

(chip). Para llevar a cabo este ensayo se tomaron muestras de los mismos cultivos y a 

los mismos tiempos que en el estudio de las diferencias de expresión génica descrito en 

el capítulo anterior y se trataron con formaldehido para fijar las uniones proteínas –

ADN. A continuación se extrajo la cromatina y se sometió a inmunoprecipitación con 

anticuerpos anti-AbrC3 y sin ellos, esta última muestra utilizada como control negativo. 

El ADN inmunoprecipitado de cada cepa se marcó con Cy3 o Cy5 y se hibridó sobre los 

microarrays 105K de S. coelicolor. Una vez procesados los microarrays, se obtuvieron 

las zonas del genoma que se encontraban enriquecidas en la cepa M145 respecto a la 

ΔabrC3 debido a la unión del regulador.   

 

Previo al ensayo de ChIP-chip, se produjeron anticuerpos policlonales frente a AbrC3 

en conejos para ser utilizados en la inmunoprecipitación de la cromatina. Para ello, se 

expresó la proteína AbrC3 de S. coelicolor en E. coli BL21(DE3) tal y como se describe 

en Materiales y Métodos. Una vez purificada, se procedió a inocular a los conejos con 

ella y tras administrarlos varias dosis se obtuvo el antisuero que se purificó mediante 

cromatografía de afinidad. Por último, para determinar la especificidad de los 

anticuerpos se realizaron ensayos de Western-blot utilizando extractos celulares de las 

cepas M145 y ΔabrC3. (Figura R.17). 
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Figura R.17. Detección de la proteína AbrC3 en extractos celulares recogidos a las 36, 48 y 60 horas 

mediante Western-blot utilizando los anticuerpos anti-AbrC3 purificados (imágenes superiores). 

Membranas de los ensayos de Western-blot teñidas con rojo Ponceau S utilizadas como control de carga 

(imágenes inferiores).    

 

La proteína AbrC3 era detectada por los anticuerpos purificados en los extractos 

celulares de la cepa M145 a las 36, 48 y 60 horas mientras que no había detección en los 

extractos de la cepa mutante ΔabrC3. Por lo tanto, se había conseguido producir y 

purificar anticuerpos específicos frente a AbrC3 aptos para su uso en la 

inmunoprecipitación de la cromatina del estudio ChIP-chip.   

Una vez obtenidos los anticuerpos, se llevó a cabo la búsqueda de las dianas 

moleculares de AbrC3 mediante ChIP-chip tal y como se detalla en Materiales y 

Métodos.  

 

3.2. DIANAS MOLECULARES DE AbrC3 

Se identificaron un total de 617, 520 y 458 zonas de enriquecimiento en el genoma de la 

cepa M145 respecto al del mutante ΔabrC3 de cultivos recogidos a las 36, 48 y 60 horas 

respectivamente. Las zonas de unión de AbrC3 que mostraban un ratio de 

enriquecimiento mayor de 2 se recogen en la Tabla R.5. 
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Tabla R.5. Dianas moleculares de AbrC3 resultantes del ensayo ChIP-chip y seleccionadas por su alto 

ratio de enriquecimiento. Se muestra la función de las proteínas codificadas por estos genes y el tiempo al 

que se detectó unión de AbrC3. 

SCO de unión 
Ratio de 

enriquecim. 
Función Tiempo (h)

0167 2.45 Proteína hipotética conservada SCJ1.16c 36 
0951 2.22 Permeasa putativa 36 

1391 / crr 5.44 Fosfoenolpiruvato fosfotransferasa 48 
3020 4.22 Proteína integral de membrana putativa 48 
3263 2.60 Proteína hipotética conservada 36 

3334 / trpS 5.70 Triptofanil ARNt sintetasa 48 
3590 / vanR 2.54 Regulador de respuesta putativo de TCS  36 

3992 2.45 Proteína hipotética 36 

4075 / raga 6.32 
Subunidad de unión a ATP de  

transportador ABC 
48 

4123 5.02 Regulador de respuesta putativo de TCS 48 
4596 / abrC3 2.24 Regulador de respuesta de TCS 60 

4630 2.78 Proteína hipotética 36 
5085 / actII-ORF4 2.23 Regulador activador del clúster de ACT 36 

5236 / nagB 2.86 Glucosamina fosfato isomerasa putativa 48 
5330 3.26 Proteína hipotética SC6G9.03c 36 
5332 2.21 Proteína hipotética 36 
5632 2.36 Proteína hipotética SC6A9.3 36 
5638 2.76 Proteína integral de membrana 36 
5691 2.24 Hidrolasa putativa de azúcares secretados 48 
5729 2.33 Proteína conservada hipotética SC3C3.15c 36 
5912 4.30 Posible proteasa de secreción 48 
5966 2.24 Oxidasa putativa 48 

6273 / cpkC 2.18 Poliquétido sintasa tipo I putativa 48 

6732 2.29 
Enzima multifuncional oxidativa  

de ácidos grasos putativa 
36 

6820 2.94 Oxidorreductasa putativa 48 
6941 / cvnC8 2.55 Proteína hipotética SC1G8.13c 36 

6951 2.55 Proteína conservada hipotética 36 
6992 / absR1 2.78 Proteína reguladora 60 

7077 2.24 Proteína integral de membrana putativa 36 

7545 2.45 
Subunidad de unión a ATP de  
transportador ABC putativo 

48 

 

Alguna de estas zonas de unión correspondía a promotores de genes diferencialmente 

expresados identificados en el ensayo anterior. También se detectó unión de AbrC3 a 

otros promotores de genes cuya expresión se encontraba modificada en la cepa ΔabrC3 

aunque con un ratio de enriquecimiento menor. Todos ellos se recogen en la Tabla R.6. 
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Tabla R.6. Genes diferencialmente expresados y que a su vez son dianas moleculares de AbrC3. Se 

muestra el tiempo al que se detectó unión de AbrC3. 

SCO de unión 
Ratio de 

enriquecim.
Tiempo (h)

0736 1.50 60 
2113 /bfr 1.59 48 

3328 / bdAt 1.48 60 
4596 / abrC3 2.24 60 
4709 / rplP 1.89 36 

5085 / actII-ORF4 2.23 36 
6809 1.77 48 

6992 / absR1 2.78 60 

 

Entre estas dianas cabe destacar actII-ORF4, el CSR del cluster de ACT, detectando 

unión eficiente de AbrC3 a las 36 horas, pero no a las 48 o 60 horas (Figura R.18). 

 

 
Figura R.18. A) Representación esquemática del ratio de enriquecimiento M145/ΔabrC3 en la región 

correspondiente al gen actII-ORF4 a las 36, 48 y 60 horas (la flecha indica unión de AbrC3 al ADN). B) 

Perfil de expresión de actII-ORF4 en las cepas M145 (azul) y ΔabrC3 (verde) a las 36, 48 y 60 horas. C) 

Perfil de expresión del cluster de ACT a las 48 horas (la flecha corresponde al gen actII-ORF4). 

SCO5084 actII-ORF4 SCO5084 actII-ORF4

36 h
36 h

48 h
48 h

60 h
60 h

ChIP - chip Expresión

M145

ΔabrC3

48 h

48 h

A                                                                 B

C



Resultados │ 

71 │ 
 

En la cepa M145, el regulador AbrC3 se une a la región del gen actII-ORF4 a las 36 

horas y es a las 48 cuando esta unión se traduce en un aumento de la expresión del gen 

que se mantiene hasta las 60 horas. Sin embargo, en la cepa ΔabrC3, no existe el RR 

por lo que no se une a actII-ORF4 para activar su expresión y se mantiene silenciado. 

Como actII-ORF4 es el CSR del cluster de ACT y su expresión no es activada, el resto 

de genes presentes en el cluster y cuya expresión depende de ActII-ORF4, también van 

a permanecer silenciados y por lo tanto no va a haber producción del antibiótico.   

Además, se detectó unión eficiente de AbrC3 a su propio promotor a las 60 horas, 

tratándose de un auto-regulador que participa en el control de su propia expresión. Sin 

embargo, no se observó unión al promotor de las HKs del sistema, genes cuya expresión 

no se encontraba modificada en la cepa mutante ΔabrC3, indicando nuevamente que el 

RR no interviene en el control de la expresión de abrC1 y abrC2. 

La zona promotora del gen absR1 también se identificó como diana molecular al unirse 

AbrC3 de manera eficiente a esta región a las 60 horas. 

Además, se detectaron uniones menos fuertes de AbrC3 a los promotores de los genes 

que se encontraban subexpresados en la cepa ΔabrC3 como SCO0736, bfr y bdtA o 

genes sobreexpresados como SCO6809 y rplP.   

Sin embargo, el RR AbrC3 no se unía a las regiones promotoras de genes que se 

encontraban diferencialmente expresados como afsS, SCO3218 o SCO0682. Este hecho 

podría deberse a que su expresión estaría controlada por reguladores transcripcionales 

inferiores en una posible cascada de regulación o porque AbrC3, en los promotores de 

estos genes, formase un complejo junto a otros factores y/o co-factores de la 

transcripción que bloqueasen el acceso de los anticuerpos a AbrC3, resultando estos 

promotores falsos negativos en el ensayo ChIP-chip. 

 

3.3. VALIDACIÓN DE LOS RESULTADOS MEDIANTE ENSAYOS 

DE RETARDO EN GEL (EMSAs) 

Para comprobar si AbrC3 era capaz de unirse “in vitro” a las dianas moleculares 

identificadas por ChIP-chip y validar los resultados obtenidos, se llevaron a cabo 

EMSAs con la proteína AbrC3 y las regiones promotoras de estos genes.  

Estos ensayos se basan en la menor movilidad electroforética que presentan los 

fragmentos de ADN al formar un complejo de unión con el regulador transcripcional 

comparándola con la movilidad del ADN por sí solo.   
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Los fragmentos de ADN utilizados en estos ensayos comprendían la región promotora 

más los 100 primeros nucleótidos de cada gen y se denominaron SCOXXXXp. Estos 

promotores se amplificaron por PCR utilizando las parejas de oligonucleótidos 

recogidas en el Anexo Tabla Oligonucleótidos, y los procesos llevados a cabo en su 

marcaje con [γ-32P]ATP, en la reacción de unión con AbrC3 y las condiciones de la 

electroforesis se detallan en Materiales y Métodos. 

En el estudio de cada diana molecular, 10 fmol de ADN se incubaron junto a AbrC3 a 

una concentración de 1, 2 y 4 µM. Además, se llevaron a cabo 3 controles en cada 

EMSA con una concentración de proteína de 4 µM: un control de especificidad de la 

unión de AbrC3 añadiendo a la reacción 100 veces el promotor sin marcar 

radioactivamente (S); otro de competencia añadiendo 100 veces de ADN de esperma de 

salmón (N); y un último control sin AbrC3 y con seroalbúmina bovina (BSA). 

 

Entre los genes subexpresados en la cepa ΔabrC3 que eran dianas moleculares de 

AbrC3, se observó que la proteína se unía “in vitro” con alta afinidad a los promotores 

actII-ORF4p, abrC3p y absR1p, dianas moleculares identificadas mediante ChIP-chip 

con un mayor ratio de enriquecimiento (Figura R.19). 

 

 
Figura R.19. EMSAs con diferentes concentraciones de la proteína AbrC3 y los promotores actII-ORF4p 

(A), abrC3p (B) y absR1p (C). S: control de especificidad. N: control de competencia. BSA: control con 

BSA. 

 

También se observó retardo en los EMSAs con los SCO0736p, bfrp y bdtAp, en los dos 

últimos con una menor afinidad que los anteriores (Figura R.20).    
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Figura R.20. EMSAs con diferentes concentraciones de la proteína AbrC3 y los promotores SCO0736p 

(A), bfrp (B) y bdtAp (C). S: control de especificidad. N: control de competencia. BSA: control con BSA. 

 

Los SCO6809p y rplPp se habían identificado como dianas moleculares entre los genes 

sobreexpresados en la cepa ΔabrC3, sin embargo, sólo se observó retardo en el EMSA 

con 6809p y no con rplPp (Figura R.21).    

 

 
Figura R.21. EMSAs con diferentes concentraciones de la proteína AbrC3 y los promotores SCO6809p 

(A) y rplP (B). S: control de especificidad. N: control de competencia. BSA: control con BSA. 

 

El hecho de que AbrC3 no se uniese a rplPp “in vitro” podría deberse a que el RR 

necesitase factores y/o co-factores adicionales que no se encontraban en la reacción de 

unión o que esta diana molecular fuese un falso positivo y la regulación de la expresión 

de rplP por parte de AbrC3 se llevase a cabo de forma indirecta. 

 

3.4. IDENTIFICACIÓN DE LA SECUENCIA DIANA DE AbrC3    

Una vez identificados los genes cuya expresión se encontraba regulada directamente por 

AbrC3, se propuso identificar la secuencia de reconocimiento del RR en los promotores 

diana.  

 

3.4.1. ENSAYOS DE PROTECCIÓN FRENTE a DNasa I 

En un primer momento se llevó a cabo la identificación de la secuencia consenso 

mediante ensayos de protección frente a DNasa I (Foot-printing) siguiendo el protocolo 
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detallado en Materiales y Métodos. Esta técnica se basa en el impedimento estérico que 

supone la unión de una proteína a una determinada región de ADN de ser digerido por 

la enzima DNasa I. Tras la digestión, se generan fragmentos de ADN de diferentes 

tamaños que al ser sometidos a una electroforesis se ordenan formando un patrón de 

bandas en el que está representados todos los tamaños excepto los que resultarían tras la 

digestión en la zona del ADN protegida por la unión de la proteína. Sin embargo, no fue 

posible identificar dicha secuencia mediante esta técnica.  

 

Probablemente, este hecho se debía a la baja solubilidad de la proteína AbrC3 

purificada. Su punto isoeléctrico es de 5,58, y a este pH, su carga neta es 0 por lo que se 

mantiene insoluble. Como se observa en la Figura R.22, la carga neta también es 

cercana a 0 desde pH 5,0 a 8,0, siendo su solubilidad muy baja en este intervalo de pH 

entre los que tienen lugar los procesos fisiológicos y los ensayos “in vitro”. 

 

 
Figura R.22. Representación de la carga neta de la proteína AbrC3 en función del pH. 

 

Este hecho también podría explicar los retardos parciales obtenidos en los EMSAs, 

resultando en todos los casos una banda de ADN no unida a la proteína.    

 

3.4.2. IDENTIFICACIÓN “IN SILICO” DE LA SECUENCIA DIANA DE AbrC3 

Dado que mediante foot-printing no fue posible identificar la secuencia de 

reconocimiento de AbrC3, se llevó a cabo un alineamiento de las regiones promotoras 

identificadas como dianas moleculares de los genes que a la vez se encontraban 

diferencialmente expresados en la cepa mutante ΔabrC3. Se alinearon 8 promotores (6 

de genes subexpesados y 2 de genes sobreexpresados) utilizando el servidor informático 

online RSAT (Regulatory Sequence Analysis Tools, http://rsat.ulb.ac.be/) y se obtuvo la 

secuencia consenso de 10 nucleótidos 5-GAASGSGRMS-3 (S: G o C; R: A o G; M: A 

o C) (Figura R.23). 
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Figura R.23. Secuencia consenso obtenida al alinear los promotores diana de AbrC3 mediante RSAT. En 

el eje de abscisas se indica la posición de cada nucleótido en la secuencia y en el eje de ordenadas la 

probabilidad de aparición.      

 

Como se muestra en la Tabla R.7, de los 8 promotores alineados, 7 de ellos presentaban 

dicha secuencia. El único que carecía de ella era rplPp, promotor que tampoco había 

sido retardado por AbrC3 en el EMSA, lo que indicaría que la regulación de la 

expresión de este gen sería indirecta y no que AbrC3 precisase de factores adicionales 

para su unión.   

 

Tabla R.7. Secuencia consenso identificada en los genes diferencialmente expresados y que a su vez son 

dianas moleculares de AbrC3. Los números indican la posición de la secuencia respecto al codón de 

inicio de cada gen.  

SCO de unión    
Ratio de    

enriquecim.
Tiempo (h) Secuencia 

0736 1.50 60 -53 GAAGGCGACC -44 
2113 1.59 48 -26 GTTCCCGTTC -17 

3328 / bdAt 1.48 60 -46 GAAGGGGAAG -37 
4596 / abrC3 2.24 60 -137 CTTCCCGTTC -128 
4709 / rplP 1.89 36 Ausente 

5085 / actII-ORF4 2.23 36 72 GAAGGCGACC 81 
6809 1.77 48 -112 GAAGGCGGAC -103 

6992 / absR1 2.78 60 -321 GAAGGGGACG -312 

 

También se llevó a cabo la búsqueda de la secuencia consenso en las dianas moleculares 

con mayor ratio de enriquecimiento identificadas por ChIP-chip (Tabla R.8). 
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Tabla R.8. Secuencia consenso identificada en dianas moleculares de AbrC3 resultantes del ensayo 

ChIP-chip y seleccionadas por su alto ratio de enriquecimiento. Los números indican la posición de la 

secuencia respecto al codón de inicio de cada gen.  

SCO de unión 
Ratio de 

enriquecim. 
Tiempo Secuencia 

0167 2.45 36 354 GAAGGGGGCG 363 
0951 2.22 36 -329 GGTCGCCTTC -318 

1391 / crr 5.44 48 1113 GAAGGCGGCG 1122 
3020 4.22 48 Ausente 
3263 2.60 36 -240 GTTCGCCTTC -231 

3334 / trpS 5.70 48 -387 GGCCGCGTTC -378 
3590 / vanR 2.54 36 Ausente 

3992 2.45 36 Ausente 
4075 / raga 6.32 48 Ausente 

4123 5.02 48 -674 GAACGCGACC -665 
4596 / abrC3 2.24 60 -137 CTTCCCGTTC -128 

4630 2.78 36 Ausente 
5085 / actII-ORF4 2.23 36 72 GAAGGCGACC 81 

5236 / nagB 2.86 48 -213 GGTCGCGTTC -204 
5330 3.26 36 -975 GAAGGGGGCG -966 
5332 2.21 36 1134 CTTCGCCTTC 1143 
5632 2.36 36 -1261 GAACGGGACG -1252 
5638 2.76 36 Ausente 
5691 2.24 48 -777 GAACGCGGCG -768 
5729 2.33 36 Ausente 
5912 4.30 48 -54 CTCCCCCTTC -45 
5966 2.24 48 -803 GAAGGCGGAC -794 

6273 / cpkC 2.18 48 3138 CGCCCCGTTC 3147 
6732 2.29 36 1140 GAAGGCGGCC 1149 
6820 2.94 48 -519 GAACGCGGCC -510 

6941 / cvnC8 2.55 36 -306 GGCCGCCTTC -297 
6951 2.55 36 -411 CGCCGCGTTC -402 

6992 / absR1 2.78 60 -321 GAAGGGGACG -312 
7077 2.24 36 -294 GAAGGCGGCG -285 
7545 2.45 48 -369 GGCCGCGTTC -360 

 

Así, de las 35 dianas moleculares de AbrC3 analizadas, el 77 % presentaban la 

secuencia consenso propuesta. 

 

Una vez establecida 5-GAASGSGRMS-3 como secuencia de reconocimiento de 

AbrC3, se llevó a cabo su estudio detallado mediante EMSAs utilizando distintas 

variantes del promotor del gen actII-ORF4. En esta diana, la secuencia presente era 5’-

GAAGGCGACC-3’ y se encontraba en la posición +72/+81 respecto al inicio del gen 

(Figura R.24).  
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Figura R.24. A) Secuencia consenso identificada mediante RSAT. B) EMSAs con diferentes regiones de 

actII-ORF4p y AbrC3 a una concentración de 4 μM. C) EMSA con el fragmento 4 de actII-ORF4p. S: 

control de especificidad. N: control de competencia. BSA: control con BSA. 

 

Como se había demostrado en el apartado anterior, AbrC3 era capaz de retardar el 

fragmento 1, que incluía la región intergénica de actII-ORF4 más los 100 primeros 

nucleótidos del gen. Sin embargo, no se detectó retardo cuando el EMSA se realizó con 

el fragmento 2, correspondiente solamente a la región intergénica previa a actII-ORF4. 

A continuación, el fragmento 1 se dividió en los fragmentos 3 y 4 y sólo en el número 4 

resultó banda de retardo debido a que contenía la secuencia diana. Por último, mediante 

PCR solapantes (Materiales y Métodos) se eliminó la secuencia 5’-GAAGGCGACC-3’ 

del fragmento 4 y se obtuvo el 5, que tampoco era retenido por AbrC3. 

 

Se llevaron a cabo otros EMSAs con sondas de doble cadena de sólo 50 nucleótidos 

para comprobar que la secuencia 5’-GAAGGCGACC-3’ de actII-ORF4 era la diana 

molecular de AbrC3 (Figura R.25). El primer fragmento de ADN (oligonucleótidos 

SRG-119/SRG-120) correspondía al fragmento entre las posiciones +52/+101 de actII-

+72 GAAGGCGACC +81
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ORF4 conteniendo la secuencia consenso en el centro y en el segundo fragmento 

(oligonucleótidos SRG-121/SRG-122) la secuencia quedaba flanqueada por ADN 

artificial no perteneciente a Streptomyces.  

 

 
Figura R.25. EMSAs de la proteína AbrC3 con el fragmento actII-ORF4p de 50 nucleótidos con la 

secuencia de reconocimiento propuesta, 5’-GAAGGCGACC-3’ (A) y con el fragmento artificial de 50 

nucleótidos incluyendo dicha secuencia (B). S: control de especificidad. N: control de competencia. BSA: 

control con BSA. 

 

Se obtuvo retardo con ambos fragmentos, lo que indicaría que la secuencia consenso 

propuesta era suficiente para el reconocimiento y unión de AbrC3 al ADN. 

 

También se estudió la importancia de la secuencia diana 5’-GAAGGGGACG-3’ en 

absR1p, y para ello se eliminó mediante PCRs solapantes obteniendo el fragmento 

absR1pDel con el que se realizaron EMSAs (Figura R.26). 

 

 
Figura R.26. A) Secuencia consenso identificada mediante RSAT. B) EMSAs con absR1p y absR1pDel 

(mismo fragmento sin la secuencia de reconocimiento 5’-GAAGGGGACG-3’) y AbrC3 a 4 μM.  
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La deleción de la secuencia propuesta hacía que absR1pDel no fuese reconocido por 

AbrC3 y por lo tanto no se obtenía banda de retardo en este fragmento mutado. 

 

De nuevo estos resultados corroboran que la secuencia consenso propuesta corresponde 

a la región de unión de la proteína AbrC3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





Resultados │ 

81 │ 
 

CAPÍTULO 4 

AbrC3 Y LA ACTIVACIÓN DEL  

METABOLISMO SECUNDARIO 

 

Como se ha descrito en el Capítulo I de Resultados, la sobreexpresión de abrC3 en bajo 

número de copias en S. coelicolor provoca un incremento del 33 % en la producción de 

ACT a los 5 días de cultivo (Figura R.9). Además, el TCS AbrC1/C2/C3 es un sistema 

altamente conservado en Streptomyces y el RR AbrC3 tiene ortólogos en más de 20 

especies en las que estos RRs, podrían activar la producción de antibióticos al igual que 

AbrC3 lo hace en S. coelicolor.  

Por estas razones, el objetivo planteado en esta parte del trabajo fue estudiar si la 

sobreexpresión de abrC3 en otras especies de Streptomyces también produciría la 

activación o el aumento de la síntesis de metabolitos secundarios.       

 

4.1. SOBREEXPRESIÓN DE abrC3 EN S. lividans 

La primera especie en la que se llevó a cabo la sobreexpresión fue S. lividans 1326, 

especie en la que los clusters de ACT y RED se encuentran silenciados en la mayoría de 

las condiciones de laboratorio. Mediante transformación de protoplastos se introdujeron 

los plásmidos pHJL401 y pHJLabrC3, con los transformantes resultantes se inocularon 

cultivos líquidos de NB y se cuantificó la ACT producida por ellos (Figura R.27). 

   

 
Figura R.27. A) Transformación de S. lividans 1326 con los plásmidos pHJL401 y pHJLabrC3 a los 6 

días de crecimiento. B) Cuantificación de ACT (nM/ml de cultivo) en medio NB de las cepas S. lividans 

1326(pHJL401) y S. lividans 1326(pHJLabrC3) a los 4 días. Las barras de error corresponden al error 

típico de la media. Los cuadros inferiores muestran los sobrenadantes de los cultivos que se cuantificaron.  
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Así, la sobreexpresión de abrC3 en S. lividans 1326 provocaba la activación del cluster 

de la ACT induciendo la producción del antibiótico incluso a mayores niveles  que en S. 

coelicolor (52 nM/ml frente a 36 nM/ml).   

 

4.2. EFECTO DE LA SOBREEXPRESIÓN DE AbrC3 EN OTRAS 

ESPECIES DE Streptomyces 

Tanto en S. coelicolor como en S. lividans el efecto observado en la sobreexpresión de 

abrC3 en bajo número de copias fue un aumento en la producción de ACT. Así, el RR 

podría actuar de manera específica activando la expresión del cluster de este antibiótico 

sin afectar a la producción de otros metabolitos secundarios, o por el contrario y debido 

a su ubicuidad, podría activar otras rutas en diferentes especies. Por esta razón, se llevó 

a cabo la sobreexpresión de abrC3 en otras especies de Streptomyces que no tuviesen el 

cluster de ACT y comprobar, si en alguna de ellas, provocaba un aumento de la 

producción de sus metabolitos secundarios o la síntesis de nuevos compuestos. Las 

especies utilizadas en este estudio fueron S. albus, S. griseus, S. argillaceus, 

S.ambofaciens y S. rochei.  

 

Para ello, se construyeron los plásmidos conjugativos pHJL401c y pHJLabrC3c 

clonando el origen de transferencia y el gen aac(3)IV de resistencia a apramicina en los 

plasmidos pHJL401 y pHJLabrC3 respectivamente como se describe en Materiales y 

Métodos. A continuación, estos plásmidos se introdujeron en las diferentes especies 

mediante conjugación intergenérica E. coli ET12567/pUZ8002 (pHJL401c o 

pHJLabrC3c) - Streptomyces sp. y por último, con los conjugantes resultantes de cada 

especie se inocularon los medios sólidos NA, R2YE y NMMP en placas multipocillo y 

se analizó la producción de metabolitos secundarios de estos cultivos mediante HPLC-

MS. 

 

La sobreexpresión de abrC3 en bajo número de copias no tenía un efecto activador de la 

producción de metabolitos secundarios en la mayoría de las especies y condiciones 

estudiadas, como es el caso de S. griseus, en el que la producción era similar en la cepa 

que sobreexpresaba abrC3 y la cepa control (Figura R.28).      
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Figura R.28. Análisis mediante HPLC-MS de la producción de metabolitos secundarios en medio 

NMMP de cultivos de las cepas de S. griseus(pHJL401c) (negro) y S. griseus(pHJLabrC3c) clon 1 y 2 

(azul y verde). 

 

Sin embargo, cuando la sobreexpresión de abrC3 se realizaba en S. argillaceus, varios 

picos de metabolitos secundarios sin identificar aparecían en el análisis cromatográfico 

de los clones que sobreexpresaban el gen comparándolos con la cepa control (Figura 

R.29).  

 
Figura R.29. Análisis mediante HPLC-MS de la producción de metabolitos secundarios en medio 

NMMP de cultivos de las cepas de S. argillaceus(pHJL401c) (negro) y S. argillaceus(pHJLabrC3c) clon 

1 y 2 (azul y verde). 

 

De esta forma, la sobreexpresión de abrC3 podría utilizarse como herramienta para 

incrementar la producción y/o descubrir nuevos de metabolitos secundarios en 

diferentes especies de Streptomyces siendo una estrategia útil dada la creciente 

aparición de cepas patógenas resistentes a los antibióticos disponibles en la actualidad y 

la necesidad de descubrir nuevos  para combatir estas enfermedades infecciosas.    

S. argillaceus(pHJL401c) 
S. argillaceus(pHJLabrC3c) clon 1 
S. argillaceus(pHJLabrC3c) clon 2

S. griseus(pHJL401c) 
S. griseus(pHJLabrC3c) clon 1 
S. griseus(pHJLabrC3c) clon 2
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CAPÍTULO 5 

GENES RELACIONADOS CON EL TCS AbrC1/C2/C3  

Y SU IMPLICACIÓN EN LA REGULACIÓN DE LA 

PRODUCCIÓN DE ANTIBIÓTICOS 

 

Como se ha señalado en la Introducción, la regulación de la producción de antibióticos 

en Streptomyces se compone de diversas redes de transducción de señales muy 

complejas y conectadas entre sí en las que participan numerosas proteínas a distintos 

niveles. En este apartado del trabajo se han estudiado dos reguladores transcripcionales 

que se encuentran relacionados con el sistema AbrC1/C2/C3: el RR huérfano SCO2281 

y el factor de transcripción AbsR1.  

 

5.1. EL RR HUÉRFANO Aor1 (SCO2281) 

El RR SCO2281 comparte una identidad del 59 % con AbrC3, y en trabajos previos en 

los que se sugerían HKs implicadas en la fosforilación de RRs huérfanos en S. 

coelicolor (Wang et al., 2009b), se identificó la posible fosforilación de SCO2281 por 

parte de la HK AbrC2. Esta reacción de fosfotransferencia se comprobó en la Tesis 

Doctoral (Yepes, 2010)  

 

En este trabajo se construyó la cepa mutante de deleción del gen SCO2281 siguiendo el 

protocolo RE-DIRECT descrito en el Capítulo I de Resultados. A continuación, se 

realizó el estudio fenotípico de la cepa ΔSCO2281 empleando la misma metodología 

seguida en el estudio de la cepa ΔabrC3 y también se llevó a cabo la complementación 

de esta cepa con el plásmido integrativo pSET2281 derivado del vector pSET152t 

(Figura R.30). 
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Figura R.30. Estudio fenotípico y de complementación del mutante ΔSCO2281. Cepas utilizadas: 

M145.pSET152t, ΔSCO2281.pSET152t y ΔSCO2281.pSET2281. Producción de ACT y RED en medio 

sólido NA. La producción de ACT se observó a los 3 días de crecimiento, la de RED y CDA a los 2 días y 

la diferenciación (DIF) a los 3 días. 

 

La cepa mutante ΔSCO2281 mostraba una drástica disminución en la producción de 

ACT, RED y CDA, y además presentaba un retraso en la diferenciación morfológica. 

Cuando se integraba una copia del gen SCO2281 junto a su promotor en el genoma de 

la cepa mutante, la menor producción de antibióticos y la diferenciación revertían, 

indicando que los efectos observados se debían a la deleción del gen y no a efectos 

polares. 

Estos resultados indicaban que SCO2281 era una RR huérfano implicado en la 

activación de la síntesis de antibióticos y diferenciación morfológica en S. coelicolor y 

se le asignó el nombre de Aor1 (Antibiotic Orphan Regulator).  

 

Actualmente, nuestro grupo de investigación está llevando a cabo un estudio más 

detallado de la función de Aor1 en S. coelicolor.     
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5.2. AbsR1, UN REGULADOR TANSCRIPCIONAL IMPLICADO 

EN LA PRODUCCIÓN DE ANTIBIÓTICOS 

Por otro lado, en este trabajo se describió que la expresión del gen absR1 era activada 

directamente por AbrC3 (Resultados 3) así, AbsR1 sería un factor transcripcional que se 

encontraría en niveles inferiores en la vía de señalización del sistema AbrC1/C2/C3. Por 

esta razón, se llevó a cabo la deleción del gen por el mismo método que en los casos 

anteriores y se realizó el estudio del fenotipo y complementación de la cepa mutante 

ΔabsR1 utilizando el plásmido integrativo pSETabrsR1 (ver Materiales y Métodos) 

(Figura R.31).  

 
Figura R.31. Estudio fenotípico y de complementación del mutante ΔabsR1. Cepas utilizadas: 

M145.pSET152t, ΔabsR1.pSET152t y ΔabsR1.pSETabsR1. Producción de ACT y RED en medio sólido 

NA. La producción de ACT se observó a los 3 días de crecimiento, la de RED y CDA a los 2 días y la 

diferenciación (DIF) a los 3 días. 

 

La cepa ΔabsR1 presentaba efectos pleiotrópicos ya que producía mayor cantidad de 

ACT, RED y CDA y presentaba una diferenciación morfológica acelerada, fenotipo que 

revertía cuando se complementaba la cepa mutante integrando una copia del gen junto a 

su promotor en el genoma. 

Este hecho indicaba que AbsR1 era un regulador transcripcional implicado en la síntesis 

de antibióticos y desarrollo del ciclo celular que formaba parte de la compleja red de 

regulación reprimiendo estos procesos. 
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Los sistemas de dos componentes son la principal vía de señalización en bacterias 

permitiéndolas reconocer gran variedad de estímulos ambientales y fisiológicos, integrar 

la información y elaborar una respuesta rápida y adecuada frente a los distintos cambios. 

Así, en el genoma de S. coelicolor se han identificado 87 RRs y 100 HKs, lo que supone 

el 0,86 % de sus genes, una proporción mayor que en el resto de bacterias de vida libre 

en las que los TCSs representan el 0,65 % de sus genes (http://www.p2cs.org). Este 

hecho se debe a que el hábitat natural de S. coelicolor es el suelo, donde las condiciones 

son muy variables y precisa responder al amplio rango de estímulos a los que se 

enfrenta.  

 

En S. coelicolor sólo se conoce la función de 17 TCSs, una HK huérfana y dos RRs 

huérfanos que se encuentran implicados en la regulación de procesos tan diversos como 

el mantenimiento de la pared celular (Paget et al., 1999; Homerova et al., 2002), la 

resistencia a vancomicina (Hong et al., 2004), la secreción en respuesta a estrés (Gullón 

et al., 2012), la osmoadaptación (Bishop et al., 2004) o la esporulación (San Paolo et 

al., 2006). Además, 15 de ellos están implicados en la regulación de la producción de 

antibióticos, indicando el importante papel que juegan los TCSs en el complejo control 

de la síntesis de metabolitos secundarios (Rodríguez et al., 2013).          

 

El objetivo de este trabajo ha sido caracterizar el RR AbrC3 (SCO4596), que junto a dos 

HKs (SCO4598/97), forman el TCS atípico AbrC1/C2/C3 implicado en la regulación de 

la producción de antibióticos y diferenciación morfológica (Yepes et al., 2011). Se trata 

de un sistema muy conservado en otras especies de Streptomyces y actinomicetos que 

presentan, al menos, el RR y una de las HKs, por lo que podría ejercer una función 

importante en la fisiología de estos microorganismos. 

 

Para ello se ha construido la cepa mutante carente del gen abrC3 y se ha realizado su 

estudio fenotípico comprobando su relación con dichos procesos. También se ha llevado 

a cabo el análisis global de las diferencias de expresión génica entre la cepa parental 

M145 y la cepa mutante ΔabrC3 y se han identificado las dianas moleculares de AbrC3 

mediante ChIP-chip. Además, se ha propuesto una posible aplicación de AbrC3 para el 

aumento de la producción y descubrimiento de nuevos metabolitos secundarios. Por 

último, se ha iniciado el estudio de genes relacionados con el sistema AbrC1/C2/C3 

involucrados en el control de la síntesis de antibióticos. 
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1. AbrC3, UN RR CON EFECTOS PLEIOTRÓPICOS 

El regulador AbrC3 ejerce un control positivo de la producción de antibióticos 

activando la síntesis de ACT y RED, así la cepa mutante carente de abrC3 muestra una 

disminución de la producción de estos antibióticos dependiente de las condiciones de 

cultivo. Sin embargo, la producción de CDA no se encuentra afectada mientras que en 

el triple mutante ΔabrC1/C2/C3 sí lo está. Este hecho podría deberse a que las HKs 

AbrC1 y AbrC2 también activen rutas alternativas a través de otro u otros RRs que no 

formen parte de su sistema y que serían los responsables de la activación de la 

producción de CDA. La existencia de 13 RR huérfanos (sin HK asociada) en el genoma 

de S. coelicolor hace necesaria la participación de HKs de TCSs y/o huérfanas en su 

activación. En trabajos previos en nuestro laboratorio se ha comprobado que el RR 

huérfano Aor1 (SCO2281), el cual comparte gran similitud con AbrC3 (59 %) y al que 

otros autores habían sugerido como posible diana de fosforilación de AbrC2 (Wang et 

al., 2009b), es efectivamente fosforilado “in vitro” por la HK AbrC2 (Yepes, 2010). 

Además, en este trabajo se ha demostrado que la cepa Δaor1 muestra una disminución 

en la síntesis metabolitos secundarios, entre ellos el CDA. Por lo tanto, Aor1 parece ser 

uno de los posibles candidatos para activar la ruta de este antibiótico después de ser 

fosforilado y activado por AbrC2. Por otro lado, el hecho de que los genes de las HKs 

forman unidad transcripcionales independientes al RR, como se discutirá más adelante, 

sugiere que su expresión podría estar regulada de forma diferente a la de abrC3 y se 

dieran situaciones en las que se expresaran ellas y no el RR, participando en la 

activación de otros RRs como Aor1.  

  

AbrC3 juega un papel clave en la activación de la síntesis de ACT en determinadas 

condiciones de cultivo, como en medio líquido NB en el que la cepa ΔabrC3 no es 

capaz de producir este antibiótico, mientras que el mutante ΔabrC1/C2/C3 produce en 

torno a un 70 % de los niveles de la cepa M145. Este hecho podría deberse a que 

cuando todo el TCS no está presente, actúan otras vías de señalización secundarias que 

activan la producción de ACT de forma menos eficiente (Figura D.1.B). Sin embargo, 

cuando sólo está ausente el RR, las HKs captarían la señal y activarían la ruta de ACT, 

por lo tanto no sería necesaria la activación del sistema secundario, pero al no estar 

presente AbrC3 la vía de señalización se interrumpiría y como resultado no se 

produciría la síntesis del antibiótico (Figura D.1.C).  
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Figura D.1. Esquema de la posible regulación de la producción de ACT en S. coelicolor M145 (A), 

ΔabrC1/C2/C3 (B) y ΔabrC3 (C).   

 

En concordancia con este fenotipo, la mayoría de los genes que forman el cluster de 

ACT se encuentran subexpresados en la cepa carente de abrC3, genes entre los que se 

encuentra actII-ORF4, el CSR encargado de controlar la expresión del cluster 

biosintético. Los ensayos ChIP-chip han permitido identificar a AbrC3 como un 

activador directo de la síntesis de ACT al detectarse su unión a actII-ORF4 a las 36 

horas, unión que se traduce en un aumento de la expresión del cluster a las 48 horas. 

Así, la posible función de AbrC3 sería participar en el reclutamiento de factores de 

iniciación y otras proteínas del complejo de transcripción que una vez establecido, se 

liberaría para permitir la expresión del gen. 

 

A través del alineamiento de los promotores identificados como dianas de AbrC3, se ha 

establecido la secuencia de 10 nucleótidos 5’-GAASGSGRMS-3’ como el sitio de 

unión del RR a actII-ORF4. Está secuencia se encuentra en las posiciones +72/+81 del 

gen, sin embargo, no es el único activador de la expresión de actII-ORF4 cuyo sitio de 

unión se encuentra dentro del ORF, tanto AtrA (Uguru et al., 2005) como Crp (Gao et 

al., 2012) se unen en posiciones +45/+69 y +24/+38 respectivamente.  

 

Como se ha comentado en la introducción, la expresión de actII-ORF4 está controlada 

por más de una docena de factores de transcripción, sin embargo, sólo se ha demostrado 

la unión e identificado la secuencia de reconocimiento en la región promotora del gen 

de alguno de ellos (Figura D.2). 
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Figura D.2. Secuencias de reconocimiento de los reguladores transcripcionales que controlan la 

expresión del gen actII-ORF4.  

 

Por ejemplo, mediante EMSAs se ha detectado unión a actII-ORF4 de los reguladores 

AtrA, (Uguru et al., 2005), DraR (Wang et al., 2013) o AfsQ1 (Yu et al., 2012). 

Además, ensayos de captura de ADN por afinidad han identificado a los reguladores 

SCO0310, SCO3932, SCO5405 y AdpA como reguladores directos del CSR (Park et 

al., 2009). Sin embargo, “in vivo” sólo se han detectado uniones a actII-ORF4 de tres 

reguladores transcripcionales: de AbsA2 en ensayos de inmunoprecipitación de 

cromatina (McKenzie y Nodwell, 2007) y de Crp y AbrC3 por ChIP-chip (Gao et al., 

2012; Rico et al., 2014). 

Todos estos resultados apuntan a que la expresión del CSR actII-ORF4 está controlada 

por diversos reguladores que responden a diferentes estímulos. Así un mismo proceso, 

como es la producción de ACT, es el efecto final de múltiples vías de señalización 

sugiriendo la importancia de esta molécula para la bacteria. 

 

La cepa ΔabrC3 también muestra una disminución en la producción de RED pero los 

genes de este cluster biosintético no se encuentran subexpresados ni se ha detectado 

unión de AbrC3 a los CSRs redD y redZ. Sin embargo, la producción de RED comienza 

antes que la de ACT y la expresión de estos genes se produce alrededor de las 16 horas 

(Huang et al., 2001). El primer tiempo de este estudio es a las 36 horas, por lo que 

puede no haberse detectado dicha unión ni la variación en los niveles de expresión del 

actII-ORF4p
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cluster y no se puede descartar el control directo de AbrC3 sobre la síntesis de RED 

mediante estos estudios. En el caso de que la regulación fuese indirecta, podría llevarse 

a cabo a través de factores cuyos genes sí que se encuentra subexpresados en la cepa 

ΔabrC3, por ejemplo AfsS, cuyo mutante de deleción también muestra una disminución 

en la producción de RED (Lee et al., 2002; Lian et al., 2008), o sIHF, factor de 

integración que regula de manera directa la producción de RED a través de su unión a 

redD y redZ (Park et al., 2009; Yang et al., 2012).      

 

La cepa ΔabrC3 también muestra un retraso en la diferenciación morfológica que 

podría deberse a la subexpresión de genes implicados en la diferenciación morfológica 

como sIHF. La cepa carente de este factor de integración muestra un marcado retraso en 

el desarrollo morfológico y es prácticamente incapaz de producir esporas. Además 

mediante EMSA se ha demostrado que se une al promotor del gen bldD, un regulador 

clave en el desarrollo de S. coelicolor (Yang et al., 2012). También se encuentran 

subexpresados los genes wblE, que codifica un factor sigma con función 

extracitoplásmática (Homerova et al., 2003; Fowler-Goldsworthy et al., 2011), bdtA, 

homólogo de bldC en S. coelicolor cuya expresión se encuentra regulada por BldD 

(Elliot et al., 2001; den Hengst et al., 2010) y absR1, que como se ha demostrado en 

este trabajo, también está implicado en la regulación de la diferenciación morfológica.   

 

La secuencia de unión de AbrC3 5’-GAASGSGRMS-3’ propuesta en este trabajo se 

encuentra en el 77 % de las 35 dianas identificadas en el estudio de ChIP-chip. En la 

mayoría de estos genes, la secuencia se encuentra en la región promotora, sugiriendo el 

control de la expresión del gen posterior, sin embargo, en alguno de estos genes la 

región se localiza dentro de la secuencia codificante, como en actII-ORF4. Este hecho 

se ha descrito en el estudio de otros reguladores como Crp, en el que más del 50 % de 

sus secuencias de unión se encuentran dentro de los ORFs (Gao et al., 2012) o AtrA, 

cuyas dos secuencias de reconocimiento se localizan al final del gen actII-ORF3 y al 

inicio de actII-ORF4 (Uguru et al., 2005) (Figura D.2). La función de estas secuencias 

se desconoce, y en algunos casos no intervienen en el control de la expresión del gen 

que las presenta, como ocurre en la regulación ejercida por AdpA, en el que el 75 % de 

las secuencias que se localizan dentro de los genes aparentemente no tienen relevancia 

biológica (Higo et al., 2012).  
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Por otro lado, en los ensayos ChIP-chip puede que algunas dianas moleculares de 

AbrC3 no hayan sido identificadas debido a que en los promotores de estos genes, el 

RR forme un complejo junto a otros factores y/o co-factores de la transcripción que 

bloqueen el acceso de los anticuerpos a AbrC3, resultando estos promotores falsos 

negativos (Bucca et al., 2009).  

 

Un esquema de las principales interacciones de AbrC3 identificadas en este trabajo se 

recoge en la Figura D.3. Este RR muestra un efecto global positivo sobre la síntesis de 

metabolitos secundarios de forma directa regulando la producción de ACT a través de 

su unión al gen del CSR actII-ORF4, y también de forma indirecta a través de genes 

implicados en el control de la síntesis de antibióticos como afsS, absR1o sHIF. Además, 

AbrC3 activa de manera indirecta la expresión de genes de enzimas como acdH, una 

Acil-CoA deshidrogenasa implicada en la síntesis de precursores de los antibióticos 

ACT y RED. Esta activación del metabolismo secundario podría estar favorecida a 

través del control negativo ejercido por AbrC3 sobre genes típicamente del metabolismo 

primario con el de la proteína ribosomal rplP. Por último, AbrC3 también regula la 

diferenciación morfológica a través de genes implicados en desarrollo como bdtA, wblE, 

sIHF y absR1.  

Otras vías parecen confluir en la ruta de señalización propuesta en esta tesis. En el 

trabajo (Wang et al., 2013) se ha descrito que el RR AfsQ1 activa directamente la 

expresión de abrC3, por lo que la regulación ejercida por el TCS AfsQ1/Q2 se lleva a 

cabo, en parte, a través de AbrC3. Además, el RR huérfano Aor1 es fosforilado por 

AbrC2 (Yepes, 2010) pudiendo participar en procesos de regulación diferentes a AbrC3 

ampliando el número de efectores, y posiblemente de respuestas, activados por una 

misma HK. Así, todas estas interacciones del TCS AbrC1/C2/C3 muestran la gran 

complejidad de las rutas de señalización a la que está sometida la síntesis de metabolitos 

secundarios en S. coelicolor.   
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Figura D.3. Esquema del posible modelo de regulación ejercido por AbrC3 sobre el metabolismo 

primario, secundario y diferenciación morfológica.  ̵ ̵ ̵ ̵ ̵> control positivo;  ̵ ̵ ̵ ̵ ̵ ̵• control negativo;  ̵ ̵  ̵ ̵ ̵ ̵> 

control directo;  ̵   ̵ ̵  ̵> control indirecto. () datos de Wang et al., 2013. 

 

Además, para intentar comprender mejor esta red de interacciones se ha realizado el 

estudio detallado del mutante ∆absR1 obtenido en este trabajo. Los resultados han 

demostrado que AbsR1 ejerce una función negativa sobre los procesos de diferenciación 

celular y de la producción de los tres antibióticos. Este hecho parece contradecir que en 

el mutante ∆abrC3, en el cual hay una disminución en estos eventos, esté subexpresado 

el gen absR1. Así, AbrC3 estaría activando directamente el cluster de producción de 

ACT y además estaría inhibiendo su producción a través de la activación de absR1. 

Todos estos resultados apuntan a una regulación muy fina en la que intervienen muchos 

factores y el equilibrio final entre todos ellos es el desencadenante de la producción de 

antibióticos final. 

 

2. SISTEMA AbrC1/C2/C3, UN TCS ATÍPICO DE S. coelicolor 

El modelo típico de TCS está formado por una HK y un RR que actúan en conjunto y 

cuyos genes se encuentran adyacentes en el genoma formando una única unidad 

transcripcional. Sin embargo, en el genoma de S. coelicolor se han identificado dos 

sistemas compuestos por tres componentes, uno de ellos es el TCS AbrC1/C2/C3, 

compuesto por dos HKs y un RR y que es objeto de este estudio.  
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En un primer momento se creyó que cada gen del sistema formaba una unidad 

transcripcional independiente ya que se encontraban separados por regiones intergénicas 

que podrían corresponder a las zonas promotoras de cada gen. Así, se ha llevado a cabo 

el análisis de la expresión de los genes de manera individual en diferentes condiciones 

de cultivo mediante RT-qPCR (manuscrito en preparación) (Rodríguez et al.). Los 

niveles de expresión de ambas quinasas eran muy similares en todas las condiciones y 

tiempos del análisis lo que podría indicar que forman una única unidad transcripcional, 

hecho que se ha comprobado posteriormente al detectarse el transcrito conjunto de las 

dos HKs. Sin embargo, no se ha detectado el transcrito de todo el sistema y sí de abrC3 

individual, sugiriendo que el RR es una unidad transcripcional independiente. 

La búsqueda de las dianas moleculares del RR AbrC3 mediante ChIP-chip ha permitido 

identificarlo como un  auto-regulador debido a que se ha detectado unión a su propio 

gen. Sin embargo, se desconoce si lo hace como activador o represor de su expresión, 

pudiendo actuar como ambos en función de las condiciones de cultivo y necesidades 

fisiológicas como ocurre en otros RRs  (Ray y Igoshin, 2010). Así, AbrC3 presenta una 

regulación semi-autónoma en función de la clasificación establecida por (Olivera et al., 

2010), es decir, la expresión de su gen está controlada por él mismo y por otros factores 

transcripcionales como el RR AfsQ1, que se une a la región promotora de abrC3 

activando su expresión (Wang et al., 2013). Sin embargo, no se ha detectado unión de 

AbrC3 en la región promotora de los genes abrC1-abrC2 ni su expresión se encontraba 

modificada en la cepa mutante ΔabrC3 a ningún tiempo de estudio lo que indica que el 

RR no ejerce ningún control en la expresión de los genes de las HKs del TCS. 

 

En el TGF (Franco, 2013) se observó una mayor producción de antibióticos en la cepa 

mutante ΔabrC1 mientras que en la cepa ΔabrC2 la producción era similar a la cepa 

M145. Estos resultados apuntan a que las HKs, aunque son muy similares ya que los 

genes abrC1 y abrC2 comparten un 83 % de homología de secuencia, actúan de manera 

diferente a la hora de activar a AbrC3. La mayor influencia de la HK AbrC2 en la 

activación de AbrC3 también se ha demostrado en los ensayos de complementación del 

triple mutante ∆abrC1/C2/C3 ya que el fenotipo de esta cepa también revertía al 

integrar en el genoma los genes abrC2/C3 (situación equivalente al mutante ∆abrC1) 

pero no los genes abrC1/C3 (situación equivalente al mutante ∆abrC2) (Yepes et al., 

2011).  
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Por otro lado, los estudios de sobreexpresión de abrC3 y sus versiones fosfoablativa y 

fosfomimética han permitido establecer una relación directa entre la toxicidad inducida 

por la sobreexpresión del gen en la cepa M145 y los niveles de fosforilación de AbrC3. 

La mayor participación de AbrC2 en la activación del RR también se ha podido 

observar en estos ensayos ya que la toxicidad ha resultado ser superior al sobreexpresar 

abrC3 en la cepa ΔabrC1 que en ΔabrC2. Además, la toxicidad en estas dos cepas 

mutantes ha sido incluso mayor que en la cepa M145, por lo que la sobreexpresión de 

abrC3 es más tóxica cuando el RR se encuentra en exceso y está presente sólo una HK 

para fosforilarlo y activarlo. Así, la conclusión es que parece ser necesaria la presencia 

de ambas HKs para mantener el equilibrio en la cinética de fosforilación-

desfosforilación de AbrC3 por parte de AbrC1 y AbrC2 y haya cantidades correctas del 

RR fosforilado para activar la producción de ACT.  

 

3. AbrC3 COMO ACTIVADOR DEL METABOLISMO 

SECUNDARIO 

En la actualidad, el descubrimiento de nuevos compuestos antibióticos y la mejora de 

los procesos de producción son una prioridad en la biotecnología microbiana debido a la 

aparición de cepas patógenas resistentes a los antibióticos disponibles. Además, AbrC3 

se encuentra en las cuatro especies secuenciadas que han sido utilizadas en este trabajo 

(S. coelicolor, S. lividans, S. griseus y S. albus) y también es posible que esté presente 

en las otras tres especies cuyo genoma aún no está disponible (S. argillaceus, S. 

ambofaciens y S. rochei) ya que el TCS AbrC1/C2/C3 es un sistema muy conservado en 

el género Streptomyces y en otros actinomicetales.  

 

En este trabajo, teniendo en cuenta que AbrC3 es un RR muy conservado en el género 

Streptomyces y su función activadora de la producción de antibióticos en S. coelicolor, 

se ha descrito una posible aplicación de AbrC3 para el descubrimiento y optimización 

de la producción de metabolitos secundarios. Así, la mayor dosis de abrC3 ha mostrado 

tener un claro efecto activador de la producción de ACT en S. coelicolor, resultado 

esperable ya que en este trabajo se ha demostrado que AbrC3 es un activador directo de 

la síntesis del antibiótico. El mismo efecto se ha observado en S. lividans, induciendo la 

producción de ACT incluso a niveles mayores que en S. coelicolor, hecho importante ya 

que esta especie tiene en su genoma el cluster de ACT pero no lo expresa de forma 
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natural en las condiciones de laboratorio. Además, la sobreexpresión de abrC3 en la 

especie no productora de ACT S. argillaceus ha mostrado un efecto activador del 

metabolismo secundario al producir varios metabolitos secundarios no identificados en 

este trabajo.  

Por lo tanto, AbrC3 también actúa como activador de la producción de otros 

compuestos diferentes a ACT y podría ser utilizado en estudios similares a mayor escala 

utilizando más cepas de Streptomyces y condiciones de cultivo.    
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1. El RR AbrC3 es un regulador pleiotrópico que ejerce un control positivo sobre la 

producción de los antibióticos actinorrodina y undecilprodiginina y sobre la 

diferenciación morfológica en S. coelicolor M145. Los efectos negativos exhibidos por 

el mutante S. coelicolor ΔabrC3 en ambos procesos se deben a la deleción del gen y no 

a efectos polares derivados de la mutación.  
 

2. Entre los genes regulados, directa o indirectamente, por AbrC3 se encuentran algunos 

relacionados con el metabolismo primario como acdH y rplP, con el metabolismo 

secundario como absR1, afsS, sIHF y actII-ORF4 y con la diferenciación morfológica 

como bdtA y wblE.  
 

3. AbrC3 reconoce la secuencia de diez nucleótidos 5’-GAASGSGRMS-3’ en los genes 

cuya expresión regula como actII-ORF4, abrC3, absR1, SCO0736, bfr, bdtA y 

SCO6809. 
 

4. AbrC3 activa de forma directa la producción de actinorrodina al unirse al gen del CSR 

actII-ORF4, promoviendo su expresión y por lo tanto la del cluster biosintético. 
 

5. El residuo fosforilable de AbrC3 es el Asp 61. Su cambio por Ala genera la versión 

fosfoablativa del RR que no puede ser fosforilada y ejercer su función. La versión 

fosfomimética se produce con las modificaciones Asp 12 por Ala y Asp 61 por Glu, 

siendo siempre activa, independiente de su fosforilación.  
 

6. La sobreexpresión de abrC3 en bajo número de copias muestra un efecto inductor de la 

producción de ACT en S. coelicolor y S. lividans, y en S. argillaceus estimula la síntesis 

de nuevos metabolitos secundarios no identificados.   
 

7. Los genes de las HKs del sistema AbrC1 y AbrC2 forman una unidad transcripcional 

independiente al RR y su expresión no está controlada por AbrC3. 
 

8. La HK AbrC2 presenta mayor actividad que AbrC1 a la hora de fosforilar a AbrC3. Así, 

la integración de los genes abrC2/abrC3 en la cepa mutante triple ΔabrC1/C2/C3 es 

suficiente para revertir su fenotipo de menor producción de antibióticos. 

 
 

9. El RR huérfano Aor1 y el regulador transcripcional AbsR1 muestran efectos 

pleiotrópicos positivos y negativos respectivamente sobre la producción de los 

antibióticos actinorrodina, undecilprodiginina y antibióticos dependiente de calcio y 

sobre la diferenciación morfológica. Estos efectos se deben a las deleciones de los genes 

y no a efectos polares derivados de las mutaciones. 
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1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS 

Los microorganismos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla M&M.1. 

 

Tabla M&M.1. Microorganismos utilizados en este trabajo. 

Cepa Genotipo Referencia 

S. coelicolor A3(2)M145 SCP1- SCP2- (Kieser et al., 2000) 

S. coelicolor abrC1/C2/C3 Derivada de S.coelicolor M145 (Yepes et al., 2011) 

S. coelicolor abrC1 Derivada de S.coelicolor M145 (Franco, 2013) 

S. coelicolor abrC2 Derivada de S.coelicolor M145 (Franco, 2013) 
S. lividans 1326 SLP1+ SLP2+ (Hopwood et al., 1983) 
S. albus J1074 val, ile, salGI  (Chater y Wilde, 1980) 

S. griseus IMRU 3570 Cepa silvestre IMRU 
S. argillaceus ATCC 12956 Cepa silvestre ATCC 

S. ambofaciens ATCC 23877  Cepa silvestre (Pinnert-Sindico, 1954) 
S. rochei CECT 3329 Cepa silvestre CECT 

E. coli DH5α 
F-,φ80dlacZ[M15, [(lacZYAargF)U169, 

recA1, endA1 
(Hanahan, 1983) 

E. coli BW25113 
Derivada de E. coli K12: araBAD, 

rhaBAD 

(Datsenko y Wanner, 
2000) 

E. coli ET12567 dam, dcm, hsdS, cat, tet (MacNeil et al., 1992) 
E. coli BL21(DE3) F-, dcm, ompT, hsdS (rB- mB-) gal λ (DE3) (Studier y Moffatt, 1986)

Bacillus subtilis CECT 4522 Cepa silvestre CECT 

 

2. VECTORES UTILIZADOS 

Los vectores utilizados y generados se muestran en la Tabla M&M.2. 

 

Tabla M&M.2. Vectores utilizados y generados en este trabajo. 

Vector Características Referencia 

pIJ790 -RED (gam, beta, exo), cat, araC, rep101ts (Gust et al., 2003) 

pIJ773 aac(3)IV, oriT, sitios FRT (Gust et al., 2003) 

pUZ8002 tra, neo, RP4 (Paget et al., 1999) 

SCD20 
Derivado del Supercos-1: bla, neo. 
Contiene los genes SCO4596/97/98 

(Redenbach et al., 1996)

∆SCD20-2 SCD20 SCO4596::aac(3)IV (Rico et al., 2014) 

SCC30 
Derivado del Supercos-1: bla, neo. 

Contiene el gen SCO2281 
(Redenbach et al., 1996)

∆SCC30-1 SCC30 SCO2281::aac(3)IV Este trabajo 

SC8F11 
Derivado del Supercos-1: bla, neo. 

Contiene el gen SCO6992 
(Redenbach et al., 1996)

∆SC8F11-1 SC8F11 SCO6992::aac(3)IV Este trabajo 

pXHis1 Plásmido de E. coli, bla (Adham et al., 2001) 

pN702GEM3 
Vector bifuncional de alto número de copias, 

E. coli–Streptomyces, neo 
(Fernández-Ábalos et al., 

2003) 
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pNX24 
Derivado del pN702GEM3. Promotor xysA de S. halstedii 

controlando la expresión de xylanasa 
(Díaz et al., 2005) 

pNXabrC3 
Derivado del pN702GEM3, expresa el RR 
abrC3(His)6 clonado bajo el promotor xysA 

(Yepes, 2010) 

pNXabrC3-DA 
Similar a pNXabrC3 pero AbrC3 presenta 

el cambio de Asp-61 por Ala 
Este trabajo 

pNXabrC3-DE 
Similar a pNXabrC3 pero AbrC3 presenta 

el cambio de Asp-61 por Glu 
Este trabajo 

pNXabrC3-DADE 
Similar a pNXabrC3 pero AbrC3 presenta los cambios 

Asp-61 por Glu y el Asp-12 por Ala 
Este trabajo 

pHJL401 
Vector bifuncional de bajo número de copias 

E. coli–Streptomyces, bla y tsr 
(Larson y Hershberger, 

1986) 

pHJLabrC3 
Derivado de pHJL401, expresa el RR abrC3 

clonado bajo su propio promotor 
(Rico et al., 2014) 

pHJL401c 
Vector conjugativo de bajo número de copias 

E. coli–Streptomyces, bla, aac(3)IV, oriT 
Este trabajo 

pHJLabrC3c 
Derivado de pHJL401c, expresa el RR abrC3 

clonado bajo su propio promotor 
Este trabajo 

pSET152t 
Plásmido bifuncional E. coli–Streptomyces, 

integrativo en ϕC31, tsr y aac(3)IV 
(Rico et al., 2014) 

pSETabrC3 
Derivado de pSET152t, expresa el RR abrC3 

clonado bajo su propio promotor 
(Rico et al., 2014) 

pKC796Hyg 
Plásmido bifuncional E. coli–Streptomyces, 

integrativo en ϕC31, hyg 
(Díaz et al., 2005) 

pHabrC1/C2/C3 
Derivado de pKC796Hyg, expresa los genes 

abrC1/C2/C3 clonados bajo sus propios promotores 
(Yepes et al., 2011) 

pHabrC1/C3 
Derivado de pKC796Hyg, expresa los genes 

abrC1/C3 clonados bajo sus propios promotores 
(Yepes et al., 2011) 

pHabrC2/C3 
Derivado de pKC796Hyg, expresa los genes 

abrC2/C3 clonados bajo sus propios promotores 
(Yepes et al., 2011) 

pET22(b) Promotor T7, lacI, etiqueta con 6xHis, bla Novagen 

pETabrC3 Derivado del pET22b, expresa el RR AbrC3(His)6 (Rico et al., 2014) 

pGEM-TEasy Promotor T7 y SP6, lacZ, bla Promega 

pGEM-TactII-
ORF4p 

Derivado de pGEM-TEasy, contiene la 
segunda mitad de actII-ORF4p 

(Rico et al., 2014) 

pGEM-TactII-
ORF4pDel 

Derivado de pGEM-TEasy, contiene la segunda mitad de 
actII-ORF4p sin la secuencia consenso de AbrC3 

(Rico et al., 2014) 

pET2281 
Derivado del pET22b, expresa el RR huéfano 

SCO2281(His)6 
(Yepes, 2010) 

pXHis2281 
Derivado del pXHis1, expresa el RR SCO2281 

bajo el promotor xysA 
Este trabajo 

pHis2281 
Derivado del pXHis1, expresa el RR SCO2281 

bajo su propio promotor 
Este trabajo 

pSET2281 
Derivado de pSET152t, expresa el RR SCO2281 

bajo su propio promotor 
Este trabajo 

pSETabsR1 
Derivado de pSET152t, expresa el RR absR1 

clonado bajo su propio promotor 
Este trabajo 
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Figura M&M.2. Plásmido 
pHJLabrC3 

El vector pSET152t es un plásmido bifuncional, 

multicopia en E. coli e intregativo en Streptomyces en el 

sitio de integración del fago ϕC31. Porta los genes tsr y 

aac(3)IV de resistencia a   tioesptreptona y apramicina 

respectivamente. Este plásmido se utilizó en los ensayos 

de complementación del mutante ΔabrC3. El gen abrC3 

junto a su región promotora se clonó utilizando los 

oligonucleótidos SRG-01/SRG-02 con los sitios de corte 

NdeI y BamHI respectivamente y se obtuvo el plásmido 

pSETabrC3 (Figura M&M.1).  

 

La construcción de pSET2281 se llevó a cabo en varias etapas ya que el SCO2281 es el   

segundo gen de un operón que forma junto a otros tres. Así, partiendo del plásmido 

pET2281 (Yepes, 2010), el gen se clonó en el vector pXHis1 utilizando los sitios de 

corte NdeI y XhoI resultando pXHis2281 y quedando este gen bajo el promotor de 

xysA. A continuación, mediante PCR y utilizando los oligonucleótidos SRG-37/SRG-38 

se obtuvo su zona promotora con la que se sustituyó la de xysA mediante el corte con 

NdeI/EcoRI obteniendo el plásmido pHis2281. Por último, el fragmento 

correspondiente a SCO2281 más su región promotora se digirió con BglII y se clonó 

sobre el sitio de corte BamHI previamente desfosforilado de pSET152t obteniendo el 

plásmido pSET2281.    

 

El plásmido pSETabsR1 se construyó amplificando el gen absR1 junto a su promotor 

por PCR utilizando los oligonucleótidos LS-75/LS-76 y a continuación se clonó con los 

sitios de corte de NdeI y BglII en el vector pSET152t en los sitios NdeI y BamHI.  

 

El vector pHJL401 es bifuncional E. coli–Streptomyces, 

de bajo número de copias (5-10 copias) y porta los genes 

bla y tsr de resistencia a ampicilina y tioestreptona 

respectivamente. El gen abrC3 se clonó junto a su 

promotor utilizando los sitios BamHI y EcoRI obteniendo 

el plásmido pHJLabrC3, usado en ensayos de 

sobreexpresión de abrC3 en bajo número de copias 

Figura M&M.1. Plásmido 
pSETabrC3 
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Figura M&M.4. Plásmido 
pGEM-TactII-ORF4p. 

Figura M&M.3. Plásmido 
pHabrC1/C2/C3 

(Figura M&M.2). Para llevar a cabo las conjugaciones E. 

coli-Streptomyces con estos plásmidos se utilizaron los 

vectores pHJL401c y pHJLabrC3c. Para construirlos, 

sobre el sitio de corte EcoRV previamente desfosforilado, 

se clonó el fragmento del vector pIJ773 digerido en ambos 

extremos con PvuII y que contenía el origen de 

transferencia y el gen aac(3)IV.      

 

El plásmido pKC796Hyg es un vector bifuncional, 

multicopia en E. coli e intregativo en Streptomyces en el 

sitio de integración del fago ϕC31 y que porta el gen de 

resistencia a higromicina. Sobre él se clonaron los genes 

abrC1/C2/C3 bajo el control de sus promotores para 

construir el plásmido pHabrC1/C2/C3 (Figura M&M.3) 

utilizado en la complementación de la cepa triple mutante 

ΔabrC1/C2/C3 (Yepes, 2010). A partir del él derivan 

pHabrC1/C3 y pHabrC2/C3. El primero se construyó 

eliminando un fragmento de 1180 nucleótidos del gen 

abrC2 mediante el corte con las enzimas de restricción 

SfiI/AgeI y tratamiento con la polimerasa T4 previo a la 

ligación. El segundo se construyó eliminando un 

fragmento de 260 nucleótidos del gen abrC1 digiriendo 

con la enzima XhoI y posterior religación.          

 

El vector pGEM-TEasy es un plásmido comercial 

(Promega) utilizado para clonar   fragmentos de PCR. La 

segunda mitad de actII-ORF4p, amplificada por PCR con 

los oligonucleótidos SRG-95/SRG-98, se clonó en él 

utilizando los sitios de corte EcoRI y PstI. Como 

resultado se obtuvo el plásmido pGEM-TactII-ORF4p, 

usado para amplificar la sonda de ADN utilizada en los 

ensayos de protección frente a la DNasa I y la mutagénesis 

de la secuencia consenso de AbrC3 (Figura M&M.4).   
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Todos los fragmentos de PCR utilizados en las clonaciones fueron secuenciados para 

comprobar la ausencia de mutaciones y el posterior análisis de estos se llevó a cabo con 

los programas SeqMan, EditView y EditSeq. 

El programa Gene Construction Kit v3.0.1 (Textco, Inc) se utilizó para representar 

gráficamente los plásmidos, diseñar estrategias de clonación, determinar sitios de 

restricción y tamaño de fragmentos digeridos, diseñar oligonucleótidos sintéticos, etc. 

 

3. CEPAS DE Streptomyces GENERADAS  

En este trabajo se han generado las siguientes cepas de Streptomyces (Tabla M&M.3). 

 

Tabla M&M.3. Cepas de Streptomyces generadas en este trabajo. 

Cepa Genotipo 
S. coelicolor ΔabrC3 Derivada de S. coelicolor M145: ΔSCO4596 
S. coelicolor ΔabsR1 Derivada de S. coelicolor M145: ΔSCO6992 
S. coelicolor Δ2281 Derivada de S. coelicolor M145: ΔSCO2281 

S. coelicolor M145(pN702GEM3) M145 con pN702GEM3 
S. coelicolor M145(pNXabrC3) M145 con pNXabrC3 

S. coelicolor M145(pNXabrC3-DE) M145 con pNXabrC3-DE 
S. coelicolor M145(pNXabrC3-DADE) M145 con pNXabrC3-DADE 

S. coelicolor ΔabrC1/C2/C3(pN702GEM3) ΔabrC1/C2/C3 con pN702GEM3 
S. coelicolor ΔabrC1/C2/C3(pNXabrC3) ΔabrC1/C2/C3 con pNXabrC3 

S. coelicolor ΔabrC1/C2/C3(pNXabrC3-DE) ΔabrC1/C2/C3 con pNXabrC3-DE 
S. coelicolor ΔabrC1/C2/C3(pNXabrC3-DADE) ΔabrC1/C2/C3 con pNXabrC3-DADE 

S. coelicolor M145(pHJL401) M145 con pHJL401 
S. coelicolor M145(pHJLabrC3) M145 con pHJLabrC3 

S. coelicolor M145.pSET152t M145 con pSET152t 
S. coelicolor ΔabrC3.pSET152t ΔabrC3 con pSET15t 

S. coelicolor ΔabrC3.pSETabrC3 ΔabrC3 con pSETabrC3 
S. coelicolor ΔabrC1/C2/C3.pHabrC1/C3 ΔabrC1/C2/C3 con pHabrC1/C3 
S. coelicolor ΔabrC1/C2/C3.pHabrC2/C3 ΔabrC1/C2/C3 con pHabrC2/C3 

S. coelicolor ΔSCO2281.pSET152t ΔSCO2281 con pSET152t 
S. coelicolor ΔSCO2281.pSET2281 ΔSCO2281 con pSET2281 

S. coelicolor ΔabsR1.pSET152t ΔabsR1 con pSET152t 
S. coelicolor ΔabsR1.pSETabsR1 ΔabsR1 con pSETabsR1 

S. lividans 1326(pHJL401) S. lividans 1326 con pHJL401 
S. lividans 1326(pHJLabrC3) S. lividans 1326 con pHJLabrC3 

S. albus(pHJL401c) S. albus con pHJL401c 
S. albus(pHJLabrC3c) S. albus con pHJLabrC3c 
S. griseus(pHJL401c) S. griseus con pHJL401c 

S. griseus(pHJLabrC3c) S. griseus con pHJLabrC3c 
S. aragillaceus(pHJL401c) S. aragillaceus con pHJL401c 
S. argillaceus(pHJLabrC3c) S. argillaceus con pHJLabrC3c 
S. ambofaciens(pHJL401c) S. ambofaciens con pHJL401c 

S. ambofaciens(pHJLabrC3c) S. ambofaciens con pHJLabrC3c 
S. rochei(pHJL401c) S. rochei con pHJL401c 

S. rochei(pHJLabrC3c) S. rochei con pHJLabrC3c 
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4. MEDIOS DE CULTIVO Y ADITIVOS 

4.1. MEDIOS DE CULTIVO 

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en el autoclave antes de su uso. 

 

4.1.1. Medios para E. coli 

 Medio LB (Sambrook y Green, 2012): bactotriptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, 

NaCl 10 g/l, pH 7,5. Empleado líquido o sólido añadiendo agar 2 %. De uso general 

para el crecimiento de E. coli. 

 Medio SOB (Sambrook y Green, 2012): bactotriptona 20 g/l, extracto de levadura 5 

g/l, NaCl 0,5 g/l, KCl 2,5 mM, pH 7,0. Antes de usar se añadió MgCl2 10 mM. 

Utilizado para obtener mayor masa celular. 

 

4.1.2. Medios para Streptomyces 

 Medio TSB (Hopwood et al., 1985): peptona de caseína 17 g/l, peptona de soja 3 g/l, 

NaCl 5 g/l, K2HPO4 2,5 g/l, dextrosa 2,5 g/l, pH 7,3. Medio rico utilizado para crecer 

cultivos y aislar ADN. 

 Medio 2XYT (Kieser et al., 2000; Sambrook y Green, 2012): bactotriptona 16 g/l, 

extracto de levadura 10 g/l, NaCl 5 g/l, pH 7,0. Utilizado para obtener mayor masa 

celular. 

 Medio YES: extracto de levadura 10 g/l, sacarosa 10,3 %. Suplementado con glucosa 

0,5 %, glicina 0,5 % y MgCl2 5 mM. Medio utilizado para la obtención de protoplastos. 

 Medio R2YE (R5) (Kieser et al., 2000): sacarosa 103 g/l, K2SO4 0,25 g/l, 

Cl2Mg.6H2O 10 g/l, glucosa 10,12 g/l, casaminoácidos 0,1 g/l, elementos traza* 2 ml, 

extracto de levadura 5 g/l, TES 5,73 g/l, agar 2 %, pH 7,2. Antes de utilizarlo se añadió 

por cada 100 ml: KH2PO4 0,5 %, 1 ml, CaCl2.2H2O 5 M, 0,4 ml, L-prolina 20 %, 1,5 

ml. 

*Elementos traza (en un litro de agua): ZnCl2 40 mg, FeCl3.6H2O 200 mg, CuCl2.2H2O 

10 mg, MnCl2.4H2O 10 mg, Na2B4O7.10H2O 10 mg y (NH4)6Mo7O24.4H2O 10 mg. 

Medio solido de uso general y para la regeneración de protoplastos.  

 Medio SFM (MSA) (Kieser et al., 2000): manitol 20 g/l, harina de soja 20 g/l, agar 2 

%. Medio de esporulación. 

  Medio NMMP modificación de (Hopwood et al., 1985): (NH4)SO4 2g/l, 

MgSO4.7H2O 0,6 g/l, casaminoácidos 5 g/l, elementos traza** 1 ml/l, pH 7,2. Después 
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de autoclavar se añadió: NaH2PO/Na2HPO 0,1 M pH 6,8 15ml/l, glucosa 0,5 %. Este 

medio se empleó tanto en forma líquida como solida añadiendo agar 2 %. Medio 

utilizado para visualizar  y cuantificar la producción de antibióticos.  

**Elementos traza (en un litro de agua): ZnSO4.7H2O 1 g, FeSO4.7H2O 1 g, 

MnCl2.4H2O 1 g, CaCl2 1 g. 

 Medio YEPD (Rose, 1990): extracto de levadura 10 g/l, glucosa 10 g/l, peptona 20 g/l, 

agar 2 %. Medio para el recuento de esporas viables. 

 Medio NA (Hopwood et al., 1985): extracto de levadura 2 g/l, extracto de carne 1 g/l, 

peptona 5 g/l, NaCl 5 g/l, pH 7,4. Este medio se empleó tanto en forma líquida (NB) 

como sólida, añadiendo agar 2 %, para visualizar y cuantificar la producción de 

antibióticos. También se utilizó en forma semisólida (agar nutritivo blando) añadiendo 

agar 0,5 % para inocular B. subtilis en el bioensayo de actividad del CDA. 

 

4.2. ADITIVOS PARA MEDIOS DE CULTIVO 

Los antibióticos y concentraciones utilizadas para seleccionar y mantener cepas 

portando plásmidos se muestran en la Tabla M&M.4. 

 

Tabla M&M.4. Concentraciones de los antibióticos utilizados en este trabajo. 

 

 

 

 

 

   

 IPTG (Sigma): La solución stock se preparó a 1 M en agua y para la inducción de la 

expresión de proteínas recombinantes se utilizó a una concentración final de 1 mM. 

 

5. CONSERVACIÓN DE CEPAS Y CONDICIONES DE CULTIVO 

Las cepas de Streptomyces se conservaron en forma de suspensiones de esporas o 

micelio en glicerol al 20 % y a -20 ºC o -80 ºC respectivamente. Las cepas de E. coli y 

B. subtilis se conservaron en glicerol al 20 % y congeladas a -80 ºC. 

Los cultivos de Streptomyces en medio líquido se llevaron a cabo en matraces de vidrio 

indentados a partir de suspensiones de esporas cuantificadas y la concentración final por 

Antibiótico 
Concentración final 

E.coli (µg/ml) 
Concentración final 
Streptomyces (µg/ml) 

Ampicilina 100 - 
Kanamicina 50 - 
Apramicina 50 10 

Cloranfenicol 25 - 
Tioestreptona - 10 

Neomicina 50 20 
Higromicina 200 20 

Ácido nalidíxico 25 - 
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matraz fue de 4x106 e/ml. La incubación se realizó a 30 ºC y a 200 rpm en un incubador 

orbital Kühner. Los cultivos sólidos de Streptomyces se incubaron en placas Petri en 

estufa a 30 ºC.  

En el estudio de la sobreexpresión de abrC3 en las diferentes especies de Streptomyces, 

los cultivos se realizaron en placas multipocillo con 3 ml de cultivo en cada uno y se 

inocularon con bastoncillos de algodón a partir parches de los distintos conjugantes.     

 Los cultivos de E. coli se incubaron a 37 ºC, los líquidos en matraces de vidrio en un 

incubador orbital a 200 rpm y los sólidos en placas Petri incubados en estufas. 

 

6. MANIPULACIÓN Y DETECCIÓN DE ADN 

6.1. OBTENCIÓN DE ADN GENÓMICO DE Streptomyces  

Para llevar a cabo los ensayos Southern-blot y comprobar que los mutantes estaban 

construidos correctamente, así como para el estudio de las diferencias de expresión 

génica mediante microarrays, se extrajo ADN genómico (ADNg) a partir de cultivos en 

medio TSB líquido crecidos durante 36 horas de las cepas M145 y los diferentes 

mutantes siguiendo el método modificado de “lisis neutra” (Kieser et al., 2000). En 

cada caso se partió de 500 mg de micelio que se resuspendieron en 5 ml de tampón de 

lisis (lisozima 2 mg/ml, sacarosa 0,3 M, EDTA 25 mM, Tris-HCl 25mM pH 8,0, RNasa 

10 mg/ml). Tras incubar a 37 ºC durante 30 minutos, se añadieron 2,5 ml de SDS 2 %. 

Se agitó con vortex y se añadieron 5 ml de fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1) 

equilibrado (PCI). Tras la centrifugación se recuperó la fase acuosa facilitando la 

separación usando tubos Phase Lock Gel (5 Prime). La fenolización se repitió dos veces 

más y el ADNg se precipitó con un volumen de isopropanol y 0,1 volúmen de AcNa 3 

M pH 4,8. Por último se  lavó con etanol al 70 % y se resuspendió en TE (Tris-HCl 10 

mM, EDTA 1 mM, pH 7,6). 

 

Las cepas mutantes también se comprobaron mediante PCR y para ello se extrajo el 

ADNg partiendo de 200 mg de micelio utilizando el kit Extract-N-Amp Plant PCR 

(Sigma). 

 

La cantidad de ADN obtenido se cuantificó usando el espectrofotómetro Nanodrop ND-

1000 (Thermo Scientific). 
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6.2. AISLAMIENTO DE ADN PLASMÍDICO Y DE CÓSMIDOS DE E.coli 

La obtención de ADN plasmídico de E.coli se llevó a cabo por el método de lisis 

alcalina (Birnboim y Doly, 1979). Para muestras que fueron secuenciadas se usó el kit 

NucleoSpinRR Plasmid (Macherey-Nagel). Para aislar cósmidos se llevó a cabo el 

mismo método de lisis introduciendo un paso de fenolización previo a la precipitación 

del ADN. 

 

6.3. TÉCNICAS BÁSICAS DE INGENIERÍA GENÉTICA DE ADN 

Las técnicas de digestión con endonucleasas de restricción, desfosforilación de 

extremos y relleno de extremos 5’ cohesivos se llevaron a cabo siguiendo los protocolos 

descritos en el manual (Sambrook y Green, 2012). El uso de todas las enzimas  se 

realizó siguiendo las recomendaciones de las casas comerciales (Fermentas, New 

England Biolabs, Promega o Roche). 

 

6.4. PCR 

Para la construcción de los cassettes mutagénicos, la obtención de las sondas de ADN 

empleada en los Southern-Blot, ensayos de protección frente a DNasa I y la clonación 

de genes se utilizó la polimerasa de alta fidelidad Phusion Hot Start II High Fidelity 

DNA Polymerase (Thermo Scientific).  

Los oligonucleótidos empleados se diseñaron utilizando el programa Gene Construction 

Kit y la temperatura de hibridación de cada oligonucleótido se determinó mediante la 

siguiente fórmula: Tm = 4(GC)+2(AT)-10. 

 

Las condiciones de PCR utilizadas fueron las siguientes:  

1. Desnaturalización: 98 ºC, 1 minuto  

2. Desnaturalización: 98 ºC, 30 segundos 

3. Hibridación: Tm, 20 segundos 

4. Extensión: 72 ºC, t segundos 

5. Extensión final: 72 ºC, 10 minutos 

Tm: temperatura de hibridación de cada pareja de oligonucleótidos. 

t: tiempo de extensión, 30 segundos por cada kilobase a amplificar.  

Para la comprobación de los mutantes por PCR se utilizaron los reactivos del kit 

Extract-N-Amp Plant PCR (Sigma) y las condiciones de la reacción fueron similares a 

las anteriores. 

30 ciclos 
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Para comprobaciones de plásmidos construidos y obtención de promotores para ensayos 

de retardo en gel se utilizó la DNA polymerase de Biotools.  

 

6.5. MUTAGÉNESIS DIRIGIDA 

Los plásmidos multicopia pNXabrC3, pNXabrC3-DA, pNXabrC3-DE y pNXabrC3-

DADE derivaron del vector pN702GEM3 (Fernández-Ábalos et al., 2003). En este 

plásmido bifuncional E. coli-Streptomyces, las diferentes versiones del gen abrC3 

quedaron bajo el control del promotor de la xilanasa xysA de S. halstedii (Rodríguez et 

al., 2005). Para construir el plásmido pNXabrC3, el gen se amplificó usando los 

oligonucleótidos SRG-11/SRG-12 con los sitios de corte NdeI y XhoI respectivamente 

(Anexo Tabla Oligonucleótidos). El fragmento amplificado se clonó en el vector 

pXHis1 (Adham et al., 2001) utilizando los mismos sitios y obteniendo el plásmido 

intermediario pXabrC3His. El fragmento resultante de la digestión de este plásmido con 

las enzimas NdeI y HindIII se clonó en el vector pNX24 (derivado del pN702GEM3) 

utilizando los mismos sitios y se obtuvo la construcción pNXabrC3 (Yepes, 2010). 

Para obtener los plásmidos pNXabrC3-DA y pNXabrC3-DE, las mutaciones puntuales 

D61A o D61E se introdujeron usando una pareja de oligonucleótidos específica para cada 

mutación en las primeras reacciones de PCR solapantes. Para introducir la mutación 

D61A se utilizaron los oligonucleótidos SRG-11/AY-94 para amplificar el fragmento del 

gen desde el extremo 5’ a la mutación puntual y los oligonucleótidos AY-93/SRG-12 

para amplificar desde la mutación hasta el extremo 3’. En el caso de D61E, las parejas de 

oligonucleótidos usadas fueron SRG-11/SRG-55 y SRG-54/SRG-12. A continuación, 

estos dos fragmentos solapantes que contenían la mutación correspondiente se utilizaron 

como molde en una tercera reacción de PCR usando los oligonucleótidos SRG-11/SRG-

12 y finalmente, los fragmentos resultantes se introdujeron usando los sitios NdeI y 

XhoI en el plásmido pNXabrC3 reemplazando la copia original del gen por la mutada 

(Figura M&M.5).               

El plásmido pNXabrC3-DADE (mutación D12A/D61E) se construyó utilizando el 

oligonucleótido SRG-61 que portaba el cambio y SRG-12 y usando como ADN molde 

el plásmido pNXabrC3-DE. Por último, el fragmento obtenido se utilizó para 

reemplazar el gen original en el plásmido pNXabrC3.   
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Figura M&M.5. Estrategias llevadas a cabo para introducir mutaciones puntuales dirigidas. A: PCRs 

solapantes. B: PCR convencional. 

 

Para llevar a cabo la deleción de la secuencia consenso en actII-ORF4p se llevaron a 

cabo PCRs solapantes usando como ADN molde el plásmido pGEM-TactII-ORF4p y 

utilizando las parejas de oligonucleótidos SRG-95/SRG-97 y SRG-96/SRG-98 en la 

primera y segunda reacción de PCR y SRG-95/SRG-98 en la reacción final. 

La deleción de la secuencia en absR1p se realizó mediante PCR tradicional con los 

oligonucleótidos SRG-116/SRG-73, portando el oligonucleótido directo la deleción de 

dicha secuencia.  

 

6.6. PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL 

En primer lugar se diseñaron oligonucleótidos y sondas marcadas con 5’FAM-

3’TAMRA específicos para cada gen a analizar usando el servidor online Primer3 

(Anexo Tabla Oligonucleótidos). 

Cinco µg del ARN aislado en el estudio de las diferencias de expresión génica 

mediantes microarrays (ver más adelante) se trataron con DNasa libre de RNasa 

(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Un µg del ARN resultante se 

utilizó como molde para la síntesis del ADNc en 20 µl de volumen final de iScript 

Reverse Transcription Supermix (Bio-Rad) y las muestras resultantes se diluyeron 1:1 

con agua destilada para conseguir una concentración de ADNc óptima para la posterior 

reacción. 

Para llevar a cabo las qRT-PCRs se usaron 5 µl de ADNc junto a 10 pmoles de 

oligonucleótidos directo y reverso, 2,5 pmoles de sonda y 12,5 µl de SsoFastTM Probes 

Supermix con ROX master mix (Bio-Rad) en un volumen final de 25 μl. Cada reacción 

de PCR se hizo por duplicado en el termociclador CFX96 Touch™ Real-Time PCR 

NdeI XhoI

D12

E61

A12

NdeI XhoI
E61

A12

NdeI XhoI
D61

A/E61
NdeI

XhoI
A/E61

NdeI XhoI
A/E61

A                                                                B
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Detection System (Bio-Rad) y se incluyó un control negativo (sin síntesis previa de 

ADNc) para verificar que no había contaminación por ADN en las muestras.  

La expresión relativa de cada gen se cuantificó con el método ∆∆Ct (Livak y 

Schmittgen, 2001). Primero se calculó la diferencia de los valores de Ct de los 

correspondientes genes en las cepas M145 y ΔabrC3 (∆Ct1) y por otro lado la diferencia 

en ambas cepas de los valores Ct del gen de referencia hrdB (SCO5820) cuya expresión 

permanece contante (∆Ct2). A continuación se obtuvo la diferencia ∆Ct1-∆Ct2 = ∆∆Ct y 

el fold-change resultante de la expresión de cada gen corresponde a 2-∆∆Ct.  

 

6.7. PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE ADN 

La purificación de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa y reacciones de PCR 

se llevó a cabo usando el kit Illustra GFX PCR DNA & Gel Band Purification (GE 

Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

6.8. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA 

Los fragmentos de ADN se separaron en función de su tamaño mediante electroforesis 

en gel de agarosa a una concentración de 0,8 % conteniendo bromuro de etidio (0,5 

µg/ml), excepto cuando las bandas de ADN eran menores de 500 nucleótidos en cuyo 

caso el porcentaje de agarosa era del 1,6 %. La electroforesis se realizó a voltaje 

constante de 100 V en buffer TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 2 mM) (Sambrook y 

Green, 2012) y las bandas se observaron en el transiluminador de luz ultravioleta Gel 

Doc 2000 de Bio-Rad. Como marcador de referencia se utilizó 0´GeneRuler DNA 

Ladder Mix (Thermo Scientific). 

  

6.9. SOUTHERN-BLOT 

 Digestión y electroforesis. Tres μg de ADNg de la cepa M145 y de los diferentes 

mutantes se digirieron con dos enzimas de restricción en dos reacciones independientes. 

Posteriormente fueron separadas mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,8 %. 

 Marcaje de la sonda. Como sonda se utilizaron los promotores de los genes abrC3, 

SCO2281 y absR1 amplificados mediante PCR. Para su marcaje con digoxigenina se 

utilizó el kit comercial DIG High Prime Labeling and Detection Starter Kit II (Roche). 

Para ello 1 μg de sonda se desnaturalizó por calor y se pasó rápidamente a hielo. 

Seguidamente se añadieron 4 μl de Dig High Prime y se incubó a 37 °C durante toda la 

noche. La reacción se paró a 65 °C durante 10 minutos. 
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 Transferencia. Una vez realizada la electroforesis el gel se incubó en solución de 

desnaturalización (NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M) y posteriormente en solución de 

neutralización (Tris-HCl 1 M, NaCl 1,5 M, pH 7,4) durante 45 minutos en ambos casos.  

El ADN se transfirió por capilaridad a una membrana de nylon (Hybond-N, Amersham) 

(Sambrook y Green, 2012) y para ello se realizó el siguiente montaje: en un recipiente 

adecuado que contenía SSC 6X (NaCl 900 mM, citrato sódico 45 mM, pH 7,0) se 

colocó un puente de papel Whatman 3MM que conectaba con el SSC 6X. A 

continuación dos papeles Whatman 3MM, el gel de agarosa con la cara inferior hacia 

arriba, la membrana de nylon previamente humedecida en SSC 10X, otros dos papeles 

Whatman 3MM y por últimos una pila de papeles de filtro y un peso encima, todo ello 

de la medida del gel de agarosa. La transferencia se realizó a lo largo de toda la noche y 

el ADN se fijó de forma covalente a la membrana mediante radiación UV (UV 

Stratalinker 2400, Stratagene), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 Hibridación. La membrana se prehibridó en solución DIG Easy Hyb durante 4 horas a 

65 °C. Para la hibridación la sonda marcada se desnaturalizó por calor, se pasó a hielo 

rápidamente y a continuación se añadió a la solución de prehibridación y se incubó a 65 

°C durante toda la noche. Pasado este tiempo, se retiró la solución de hibridación y se 

lavó la membrana 2 veces con una solución de SSC 2X y SDS 0,1 %  a 65 °C durante 5 

minutos y otras dos veces en SSC 0,1X y SDS 0,1 %. 

 Detección: La detección de los ácidos nucleicos marcados con digoxigenina se realizó 

a temperatura ambiente usando el kit DIG High Prime Labeling and Detection Starter 

Kit II (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. En primer lugar, la membrana 

se lavó durante 1 minuto con tampón de lavado (ácido maleico 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH 

7,5, Tween 20 0,3 %) y a continuación se bloqueó durante 30 minutos en Blocking 

Solution. Seguidamente, se incubó con una dilución 1:10.000 de anticuerpo anti-

digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina en solución de bloqueo durante 30 

minutos. Se lavó 2 veces durante 15 minutos con el tampón de lavado y la membrana se 

incubó durante 5 minutos en el tampón de detección (Tris-HCl 0,1 M pH 9,5, NaCl 

0,1M). El revelado se hizo por quimioluminiscencia incubando la membrana durante 5 

minutos con el sustrato CSPC ready-to-use y se expuso en un cassette con una película 

radiográfica durante un tiempo variable en función de la señal obtenida.  
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7. INTRODUCCIÓN DE ADN EN MICROORGANISMOS 

7.1. TRANSFORMACIÓN DE E. coli MEDIANTE CHOQUE TÉRMICO 

Se llevó a cabo utilizando células competentes de E. coli DH5α, ET12567 o BL21 

(DE3) siguiendo el protocolo descrito por (Hanahan, 1983). 

 

7.2. TRANSFORMACIÓN DE E. coli MEDIANTE ELECTROPORACIÓN  

Las células electrocompetentes de E. coli se obtuvieron a partir de cultivos que 

contenían MgSO4 20 mM (Gust et al., 2003). La electroporación con los cósmidos 

correspondientes se llevó a cabo en un electroporador MicropulserTM de Bio-Rad. Las 

células electroporadas se incubaron durante 1 hora en agitación a 37 ºC y se sembraron 

en placas de medio sólido con el antibiótico de selección. 

 

7.3. TRANSFORMACIÓN DE Streptomyces 

El protocolo seguido se basa en la obtención de protoplastos, transformación y posterior 

regeneración en placas de R2YE (Kieser et al., 2000). Tras 12 horas de crecimiento se 

añadió en cobertera de H2O el antibiótico correspondiente para la selección de los 

transformantes 

 

7.4. CONJUGACIÓN 

El proceso de conjugación se llevó a cabo entre E. coli y las diferentes especies de 

Streptomyces según el protocolo especificado en el manual “REDIRECT technology: 

PCR-targeting system in Streptomyces coelicolor” (Gust et al., 2003). 

En la construcción de las cepas mutantes, la selección de las colonias de S. coelicolor 

portadoras del cósmido mutado de interés se realizó usando los antibióticos apramicina  

y ácido nalidíxico. En el caso de la sobreexpresión de abrC3 en Streptomyces sp., los 

conjugantes se seleccionaron por su resistencia a apramicina. En ambos casos, la cepa 

donadora fue E.coli ET12567/pUZ8002, portadora de los cósmidos mutados o el 

plásmido de sobreexpresión de abrC3.  

 

8. MANIPULACIÓN DE PROTEÍNAS 

8.1. EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS EN E. coli 

 Expresión. La secuencia codificante de abrC3 se clonó en el plásmido pET22b bajo el 

control del promotor de la polimerasa T7 y quedó etiquetada con una cola de seis 
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histidinas en su extremo C-terminal. La cepa utilizada para la expresión de la proteína 

fue E. coli BL21 (DE3) transformada con el plásmido anterior y se creció en cultivos de 

un litro de LB + ampicilina 100 μg/ml. Cuando el cultivo alcanzó una D.O600 ~ 0,6, la 

expresión se indujo añadiendo IPTG 1 mM y se incubó durante 4 horas más. Tras este 

tiempo, las células se recogieron, se lavaron con H2O estéril y resuspendieron en buffer 

de lisis (Na2HPO4/NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 5 mM). Para la ruptura 

celular se utilizó el homogeneizador ultrasónico Labsonic M (Sartorius) aplicando 10 

ciclos de ultrasonidos de 10 segundos a 100 % de amplitud con pausas de un minuto en 

hielo entre los ciclos. Las fracciones soluble e insoluble se separaron mediante 

centrifugación a 26712 xg durante 30 minutos (centrífuga Sorvall RC6 Plus).  

 Purificación. Se realizó mediante cromatografía de afinidad de metales en 

condiciones nativas. La fracción soluble se pasó por una matriz de cobalto (HisPur 

Cobalt Resin, Thermo Scientific) previamente equilibrada e inmovilizada en una 

columna cromatográfica (Bio-Rad). La columna se lavó 4 veces para eliminar proteínas 

unidas inespecíficamente con 10 ml de buffer de lavado cada vez (Na2HPO4/NaH2PO4 

50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM). La elución se hizo con dos fracciones de 500 

µl de buffer de elución 1 (Na2HPO4/NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 250 

mM) y con otras dos de buffer de elución 2 (igual composición pero con imidazol 1 M). 

Las distintas fracciones se separaron electroforéticamente en geles de acrilamida para 

comprobar la cantidad de proteína recuperada en cada una de ellas.  

 Diálisis. Se hizo utilizando tubos de dialisis D-Tube TM Dialyzer Maxi (Novagen) con 

un tamaño de poro de 6-8 kDa. Se llevó a cabo en 2 l de buffer de diálisis Tris-HCl 50 

mM pH 7,5, cambiándolo cada 6 horas durante un día.  

 Cuantificación. La cantidad de proteína obtenida se determinó colorimétricamente 

por el método de Lowry utilizando el kit DC Protein Assay (Bio-Rad) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

 

8.2. ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA 

DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE) 

Las proteínas se separaron en función de su tamaño por electroforesis en geles 

desnaturalizantes de poliacrilamida con un sistema vertical de geles Mini-Protean II 

(Bio-Rad).  Los geles de separación eran de una concentración final de acrilamida del 

15 % y los de empaquetamiento del 4 %. Las muestras de proteína se prepararon en 

buffer de carga 4x (glicerol 40 %, Tris HCl 0,25M pH 6,8, SDS 8 %, azul de 
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bromofenol 0,05 %, DTT 0,05 M). Las muestras se hirvieron durante 5 minutos antes de 

la electroforesis y ésta se llevó a cabo a un amperaje constante de 30 mA/gel. Los 

marcadores de bajo peso molecular usados fueron Low molecular Weight Marker (Bio-

Rad). 

Para la visualización de las proteínas los geles se tiñeron con azul de Coomassie (0,5 % 

Coomassie R, 10 % ácido acético, 50 % metanol) y se destiñeron en una solución de 10 

% ácido acético y 25 % metanol.  

 

8.3. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR WESTERN-BLOT 

Una vez llevada a cabo la electroforesis SDS-PAGE las proteínas se electrotransfirieron 

a membranas de PVDF (Immobilon-P, Millipore) mediante el sistema Mini Trans-Blot 

(Bio-Rad) durante una hora a voltaje constante de 300 V. Después de la transferencia, la 

membrana se bloqueó con seroalbumina bovina (BSA) al 1 % en buffer TBST (Tris-

HCl 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 0,05 %, pH 7,6) durante una 1 hora. A continuación 

se incubó durante 2 horas con el anticuerpo primario policlonal frente a AbrC3 (dilución 

1/100.000) a temperatura ambiente y en agitación. Después de tres lavados con TBST, 

para eliminar restos de anticuerpo primario no unido, la membrana se incubo 30 

minutos con el anticuerpo secundario (IgG contra conejo-HRP) diluido 1/ 5.000 y el 

exceso de anticuerpo se eliminó con tres lavados de TBST. Para la detección se utilizó 

el kit Novex®ECL HRP Chemiluminiscent substrate reagent (Invitrogen) siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. 

Las membranas utilizadas en estos ensayos se tiñeron con rojo Ponceau S (0,5 % rojo 

Ponceau, 1 % ácido acético) como control de carga. 

 

8.4. PRODUCCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES 

 Preparación de antígenos, inoculación y extracción de sangre. La obtención se 

llevó a cabo en conejos hembras de dos meses que se inmunizaron varias veces con la 

proteína contra la que se obtuvieron los anticuerpos.  

En la primera inmunización se inyectaron 300 µg de la proteína AbrC3 purificada como 

se ha detallado anteriormente. Para ello, esta cantidad se llevó a un volumen de 500 µl 

con PBS y se añadió 500 µl de adyuvante de Freund Completo (Sigma), el cual hace 

que la reacción inmune en los conejos sea mayor ya que contiene extractos de 

Mycobacterium. La mezcla se emulsionó por sonicación, 5 pulsos de 10 segundos a 100 

% de amplitud. Previo a la inmunización se extrajeron 10 ml de suero preinmune por 
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canulación de la arteria central de la oreja de los animales para comprobar que no 

producían anticuerpos inespecíficos contra la proteína y la inmunización se llevo a cabo 

de forma intradérmica repartiendo la dosis de antígeno en 6-8 puntos dorsales. 

Después de cuatro semanas, se inmunizó por segunda vez a los conejos. En este caso la 

cantidad de proteína inoculada fue la mitad, 150 µg, la cual se llevó hasta 500 µl con 

PBS y se incorporaron otros 500 µl de adyuvante de Freund Incompleto (Sigma). El 

antígeno se inyectó de forma subcutánea en las axilas de las patas delanteras. 

A las 2 semanas se procedió a la extracción del primer suero, unos 30 ml de sangre para 

comprobar el título de producción de anticuerpos alcanzado. Después se volvió a 

inmunizar a los conejos al igual que en la segunda inmunización. Este paso se repitió 

una tercera y cuarta vez cada dos semanas.  

A los 15 días de la última inmunización se sacrificaron los conejos. En primer lugar se  

anestesiaron con Midazolam (3 mg/kg) y Ketamina (1 mg/kg) para después extraer el 

mayor volumen posible de sangre por punción cardiaca muriendo los conejos por 

choque hipovolémico.  

 Procesamiento de la sangre. La sangre obtenida en las diferentes extracciones y en el 

sacrificio de los conejos se dejó coagular durante toda la noche a 10 ºC. Posteriormente 

se centrifugó a baja velocidad y se recogió el suero que se clarificó mediante 

centrifugación a 16800 xg durante 2 minutos. Este suero se guardó a -20 ºC para la 

posterior purificación. 

 Purificación de los sueros. Se llevó a cabo mediante cromatografía de afinidad 

usando como soporte columnas Econo-Column Chromatography (BioRad) que contenía 

CNBr-activated sepharose 4B (Sigma). A esta matriz se unió la proteína contra la que se 

produjeron los anticuerpos y posteriormente se incubó con el suero para que los 

anticuerpos la reconocieran y quedasen unidos a ella. Por último, los anticuerpos 

específicos retenidos se eluyeron. A continuación se detalla el procedimiento seguido.  

Se pesaron 0,5 g de sefarosa y se depositaron en la columna. Se hidrataron con 100 ml 

de HCl 1 mM dejando pasar el HCl por gravedad y posteriormente se lavó con buffer de 

acoplamiento para estabilizarla (NaHCO3 0,1 M, NaCl 0,5M, pH 8,3).  

Una vez lista la matriz, se añadieron 5 µg de la proteína AbrC3 a la columna en un 

volumen de 10 ml de buffer de acoplamiento (previamente dializada en este buffer y 

medida la D.O280) y se incubó a 4 ºC durante toda la noche.  
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Se recogió la fase móvil de la columna y se midió la D.O280 para comprobar que la 

proteína quedaba unida a la sefarosa. Una vez comprobada esta unión la columna se 

lavó con buffer de acoplamiento. 

Después se saturaron los sitios activos de la sefarosa incubando con 10 ml de Tris-HCl 

0,1M pH 8,0 durante 2 horas a temperatura ambiente. Se dejó pasar este Tris-HCl y se 

lavó la columna con 3 ciclos alternativos de pH: 15 ml de acetato sódico 0,1 M, NaCl 

0,5 M, pH 4,0 y 15 ml de Tris-HCl 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8,0. Por último se lavó la 

columna con PBS. 

Una vez montada la columna de cromatografía de afinidad se procedió a purificar los 

antisueros. Se lavó la columna con PBS y se incubó con 15 ml de suero a 4 ºC durante 

toda la noche. Se recogió la fracción no retenida y se guardó. A continuación se lavó 

con Tris-HCl 10 mM, NaCl 0,5 M, pH 7,5 hasta que la D.O280 fue menor de 0,010. Los 

anticuerpos unidos se eluyeron con 10 ml de glicina 0,1 M, pH 2,6 y se recogieron 

fracciones de 1 ml habiendo echado previamente a los tubos 100 µl de Tris-HCl, pH 8,0 

(para neutralizar inmediatamente el pH ácido de la glicina ya que puede desnaturalizar 

los anticuerpos). Se midió la D.O280 de las fracciones para determinar el pico de 

anticuerpos purificados usando como blanco 1 ml de glicina 0,1 M pH 2,6, 100 µl Tris-

HCl 1 M, pH 8,0. Se mezclaron las fracciones que contenían el pico de anticuerpos, se 

añadió azida sódica al 0,05 % y se guardaron a -20 ºC. La columna se lavó con PBS y se 

añadió PBS más azida sódica al 0,05 % para su conservación a 10 ºC y su posterior uso. 

Para comprobar la cantidad de anticuerpo obtenida y la especificidad de éstos frente la 

proteína de interés se realizaron ensayos de Western-blot con la proteína purificada y 

extractos celulares totales de Streptomyces. 

 

8.5. ENSAYOS DE RETARDO EN GEL (EMSA) 

Los ensayos de retardo en gel se llevaron a cabo incubando el RR AbrC3 purificado 

junto a promotores marcados radiactivamente en el extremo 5´ para comprobar “in 

vitro” si estos fragmentos de ADN eran dianas moleculares del regulador. Los 

oligonucleótidos diseñados para amplificar los diferentes promotores se recogen en el 

Anexo Tabla Oligonucleótidos.  

 Marcaje de la sonda: Una vez obtenidos los promotores mediante PCR, 5 pmol de 

ADN se incubaron con 5 µl de isótopo [γ-32P]ATP (6.000 Ci/mmol) y 20 unidades de 

T4 Polinucleótido Quinasa en el buffer de esta enzima y en un volumen final de 50 µl. 
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Tras 30 minutos a 37 ºC se añadió 2 µl de EDTA 0,5 M para parar la reacción y el 

isótopo no incorporado se eliminó mediante columnas Illustra ProbeQuant G-50 (GE 

Healthcare). 

Por último de midió la incorporación del isótopo en el contador de centelleo Wallac 

1409.  

 Reacción de unión ADN-Proteína: Previo a esta reacción, las proteínas purificadas 

fueron incubadas a 30 ºC durante 30 minutos en buffer de incubación (Tris-HCl 50 mM 

pH 7,0, MgCl2 25 mM, NaCl 0,1 M) para eliminar los posibles agregados formados al 

mantener las proteínas a 4 ºC.  

A continuación, 10 fmol de ADN se incubaron con diferentes cantidades de la proteína 

en un volumen final de 20 µl durante 30 minutos a 30 ºC en buffer de unión (Tris-HCl 

10 mM pH 7,8, DTT 2 mM,  NaCl 150 mM, glicerol 10 % y 45 ng de esperma de 

salmón).     

 Electroforesis: Se llevó a cabo en geles de acrilamida al 5 % en tampón TBE 0,5X 

(Tris 44,5 mM, ácido bórico 44,5 mM, EDTA 1 mM pH 8,0). Antes de cargar las 

muestra los geles se pre-corrieron 10 minutos a 70 V. A continuación se llevó a cabo la 

electroforesis a 70 V durante 200 minutos en un baño de hielo.  

  Revelado: tras la electroforesis, los geles se secaron en un secador con vacío Bio-Rad 

593 durante 45 minutos a 80 ºC, se expusieron a películas radiográficas en un cassette 

con pantallas intensificadoras a -80 ºC y después de un tiempo variable las películas 

fueron reveladas.   

 

8.6. ENSAYOS DE PROTECCIÓN FRENTE A DNasa I 

Se llevó a cabo la técnica no radiactiva de protección frente a DNasa I (Rodríguez-

García et al., 1997). En primer lugar, se clonó la segunda mitad actII-ORF4p en el 

plásmido pGEM-TEasy como se ha detallado anteriormente. Mediante PCR y utilizando 

este plásmido como ADN molde, se obtuvieron las sonda marcadas con FAM en el 

extremo 5’ o en el extremo 3’ (Anexo Tabla Oligonucleótidos). Una vez purificados los 

fragmentos de ADN marcados se llevó a cabo la reacción de unión con la proteína 

AbrC3. Las condiciones utilizadas fueron las mismas que en los EMSAs pero escalando 

las reacciones a 56 µl y utilizando 0,28 pmoles de ADN en cada una. A continuación, se 

añadió 0,01 unidades de DNasa I de páncreas bovino liofilizada (Roche) reconstituida 

en buffer Tris-HCl 20 mM, NaCl 50 mM, BSA 100 μg/ml, DTT 1 mM, glicerol 50 %, 

pH 7,0. Se dejó actuar entre 30 segundos y 2 minutos y la digestión se paró añadiendo 
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120 µl de buffer de parada (Tris-HCl 9 mM, EDTA 40 mM, pH 8,0). Los fragmentos de 

ADN resultantes se purificaron por extracción con PCI seguida de una precipitación con 

etanol al 70 % y se resuspendieron en formamida. Por último, las muestras se cargaron 

en un secuenciador ABI 3130 (Applied Biosystems) y los resultados se analizaron 

mediante el programa Peak Scanner (Applied Biosystems).  

 

9. ESTUDIO DE LAS DIFERENCIAS DE EXPRESIÓN GÉNICA EN 

LA CEPA ΔabrC3 MEDIANTE MICROARRAYS  

El procedimiento llevado a cabo en este estudio es una modificación del descrito en 

(Bucca et al., 2009). 

 

9.1. Aislamiento de ARN  

El ARN fue obtenido de dos réplicas biológicas por cada cepa a partir de cultivos 

líquidos de 160 ml de NB en matraces de 500 ml inoculados con 4x106 e/ml por cada 

tiempo. Se recogieron muestras por triplicado de 20 ml a 36, 48 y 60 horas y el micelio 

se trató con 4 ml de RNA Protect (Qiagen) antes de ser congelado a -20 ºC. 

La rotura del micelio se hizo en dos fases: en la primera se incubó con buffer TE más 

lisozima (15 mg/ml) a temperatura ambiente durante 15 minutos y en la segunda se 

añadió 0,6 ml de buffer RLT (Qiagen) junto con una bola de acero y se rompió 

mecánicamente utilizando el Tissuelyser (Qiagen) con dos ciclos de dos minutos a 30 

rpm. La mezcla resultante se centrifugó a 16.800 xg durante 5 minutos y se recuperó el 

sobrenadante. Se llevaron a cabo dos extracciones PCI más otra con cloroformo y la 

fase acuosa se hizo pasar por una columna gDNA eliminator (RNeasy mini Plus, 

Qiagen). A continuación, se añadió 0,6 ml de etanol 96 % y se continuó la purificación 

con el kit mirVanaTM (Life Technologies) que permitió aislar también el ARNmi, 

moléculas de 19 a 25 nucleótidos que regulan la expresión génica al actuar como 

moléculas antisentido del ARNm. Para cuantificar el ARN se utilizó el Nanodrop ND-

1000 y para conocer su calidad se analizó con el Bioanalyzer 2100 (Agilent). 

 

9.2. SÍNTESIS Y MARCAJE DE ADNc 

El ADNc se sintetizó y marcó con Cy3 usando el kit Bio-Prime (Invitrogen) por 

transcripción inversa a partir de las muestras de ARN aisladas previamente. 
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Se usaron 10 µg de ARN en un volumen final de 30 µl con 5,1 µg de Random Primers 

(Invitrogen). Esta mezcla se desnaturalizó 10 minutos a 70 ºC y se enfrió rápidamente 

en hielo. Después se añadieron 6 µl de buffer First Strand, 3 μl de DTT 100 mM, 0,6 μl 

de dNTPs (dATP, dGTP y dTTP 25 mM y dCTP 10 mM), 400 unidades de Superscript 

III (Invitrogen) y 1,5 μl de Cy3-dCTP. La mezcla de incubó en oscuridad a 25 ºC 

durante 10 minutos para permitir la hibridación de los oligonucleótidos y a continuación 

se incubó 4 horas a 42 ºC. Por último se llevó a cabo un tratamiento para degradar el 

ARN con NaOH y HCl y las reacciones se purificaron mediante el kit Minelute PCR 

Purification (Qiagen). La incorporación de Cy3 se verificó con el Nanodrop ND-1000. 

 

9.3. MARCAJE DE ADNg 

Se marcaron con Cy5 (Bio-Prime, Invitrogen) 2-3 µg de ADN genómico de la cepa 

parental S. coelicolor M145 en un volumen final de 41,5 µl junto a 3 µg de Random 

Primers. Esta mezcla se desnaturalizó a 95 ºC durante 5 minutos y se enfrió en hielo. A 

continuación, se añadieron 1 µl de dNTPs (dATP, dGTP y dTTP 5 mM y dCTP 2 mM), 

1,5 µl Cy5-dCTP, 5 µl de fragmento Klenow de la polimerasa T4 y 1 µl del buffer de 

esta enzima. La reacción se incubó a 37 ºC en oscuridad durante toda la noche, se 

purificó con el kit Minelute PCR Purification (Qiagen) y la incorporación de Cy5 se 

midió con el Nanodrop ND-1000. 

 

9.4. HIBRIDACIÓN, LAVADO Y ESCANEADO DE LOS MICROARRAYS 

Los microarrays IJISS 105K de S. coelicolor utilizados fueron diseñados por el 

Laboratorio de Genómica Funcional de la Universidad de Surrey en colaboración con 

Oxford Gene Technology y producidos por Agilent. Estos soportes contienen alrededor 

de 105.000 sondas de 60 nucleótidos cada una, con un espacio medio de 35 bases del 

genoma entre ellas. Las sondas representan la cadena de ADN codificante de todos los 

genes conocidos y ambas cadenas de todas las regiones intergénicas.  

    

Para la hibridación de los microarrays de expresión se combinaron 30-40 pmoles de 

Cy3 ADNc con 30-40 pmoles de Cy5 ADNg en un volumen final de 260 μl junto a 

buffer de Bloqueo 10X y buffer de Hibridación 2X (kit Agilent Oligo aCGH 

Hybridization). La mezcla se desnaturalizó a 94 ºC durante 3 minutos y se puso sobre la 

superficie del microarray. Una vez sellado el soporte se colocó en una cámara de 
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hibridación (Agilent Technologies) y se incubó a 65 ºC durante 40 horas y con rotación 

de 20 rpm en un horno de hibridación (Agilent Technologies). 

 

El lavado se llevó a cabo desmontando cada soporte en una cubeta que contenía buffer 

de Lavado aCGH 1 (Agilent Technologies) e incubado en esta solución durante 5 

minutos a temperatura ambiente. A continuación se transfirió a buffer de Lavado aCGH 

2 (Agilent Technologies) y se incubó 1 minuto a 37 ºC, después a acetonitrilo durante 1 

minuto a temperatura ambiente y por último 30 segundos a temperatura ambiente en 

buffer de Estabilización y Secado (Agilent Technologies). 

   

La lectura de los microarrays se llevó a cabo en un scaner de Agilent Technologies 

utilizando unas longitudes de onda de 535 nm para el Cy3 y de 635 nm para el Cy5 y las 

imágenes resultantes se analizaron con el programa Agilent Technologies Image 

Analysis (versión 9.1.3.1) con corrección local de fondo.  

 

9.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

De los datos totales obtenidos en cada microarray se eliminaron las sondas cuya señal 

era muy débil utilizando el programa Agilent Feature Extraction y el protocolo 

modificado para expresión génica. A continuación, los datos de cada microarray se 

normalizaron con el programa R utilizando el paquete LIMMA y se aplicó la mediana 

como valor estadístico de referencia de los ratios log2 ADNc/ADNg y por último se 

llevó a cabo una normalización entre los diferentes microarrays. 

 

El análisis de los datos de expresión se realizó utilizando el servidor online RankProdIt 

(http://strep-microarray.sbs.surrey.ac.uk/RankProducts) que determina la expresión de 

un determinado gen haciendo un promedio de la intensidad de todas las sondas que lo 

representan y se estableció un pfp (probabilidad de falsa predicción) igual o menor a 

0,15 y/o un p-valor igual o menor a 0,005 como valores estadísticos para identificar los 

genes diferencialmente expresados, valores previamente validados en otros estudios 

(Bucca et al., 2009). 

 

Se generaron archivos BED utilizando Perl Scripts para visualizar los datos de 

expresión a través del cromosoma de S. coelicolor en la web UCSC Microbial Gene 

Browser (http://microbes.ucsc.edu/) y también se utilizó el programa GeneSpring X 
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(Agilent) para visualizar estos resultados. Por último, los datos totales y normalizados 

obtenidos en el ensayo se depositaros en la base de datos ArrayExpress con el número 

de acceso E-MTAB-1453. 

 

10. ENSAYOS DE ChIP-chip 

El protocolo de ChIP-chip seguido en este estudio es una modificación del descrito en 

(Bucca et al., 2009). 

 

10.1. OBTENCIÓN DE CROMATINA  

De los mismos cultivos utilizados en los estudios de expresión génica, se recogieron 

muestras de 20 ml por triplicado a las 36, 48 y 60 horas para llevar a cabo los ensayos 

ChIP-chip. El cross-linking ADN-proteínas “in vivo” se realizó añadiendo formaldehído 

a una concentración final del 1 % y se incubó durante 20 minutos a 30 °C en agitación. 

Para parar este proceso se añadió glicina a una concentración final de 0,5 M y se incubó 

5 minutos a 30 °C en agitación. Por último, el micelio de lavó con agua estéril y las 

muestras se congelaron a -20 ºC 

La rotura del micelio de llevó a cabo utilizando el Micro-Dismembrator U (Sartorius 

Stedim Biotech). En el soporte de rotura se puso el micelio junto una bola de cromo de 

10 mm de diámetro y matriz B de lisis (Q-BIOgene), todo ello previamente congelado 

en N2 liquido, y se sometió a un ciclo de rotura de 80 segundos a 2000 rpm. El micelio 

pulverizado resultante se resuspendió en 3 ml de buffer IP (50 mM Hepes, 150 mM 

NaCl, 1 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 0,1 % deoxicolato sodico, 0,1 % SDS, pH 8,0) 

más una pastilla de cocktail inhibidor de proteasas (Roche) por cada 10 ml. A 

continuación, la cromatina se sometió a 4-6 rondas de 20 segundos de sonicación al 50 

% de potencia (Sonics VibraCell VCX130) con periodos de 40 segundos en hielo entre 

cada ronda para obtener fragmentos de ADN de 300 a 600 nucleótidos y se centrifugó 

25 minutos a 13.800 xg y 4 °C para recoger el sobrenadante y desechar los restos 

celulares y la matriz B de lisis. 

Para comprobar el estado de la cromatina, a 70 μl se le añadieron 20 μl de buffer de 

elución 5x y 10 μl de Proteinasa K, se incubo a 42 °C durante 2 horas y a 65 °C 6 horas. 

A continuación se añadió RNasa, se incubó 30 minutos a 37 °C y se corrió una fracción 

en gel de agarosa al 1 % para comprobar que la calidad y tamaño de los fragmentos de 

ADN era la correcta para llevar a cabo la inmunoprecipitación.           
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10.2. INMUNOPRECIPITACIÓN 

Para realizar la inmunoprecipitación, cada muestra se trató en paralelo con anticuerpo y 

sin él como control. 

En primer lugar, se clarificó la cromatina para eliminar posibles proteínas presentes en 

la muestra que reconociesen el RR AbrC3. Para ello, a 800 μl de cromatina se le 

añadieron 40 μl de Ultralink immobilized Protein A Sepharose beads (Pierce) y se 

incubó a 4 °C durante 4 horas en rotación a 20 rpm. Posteriormente, el sobrenadante se 

transfirió a tubos nuevos y a una muestra se le añadió 50 μg de anticuerpo anti AbrC3 y 

a la otra el mismo volumen de agua. Se incubó toda la noche a 4 °C en rotación y se 

añadió a todas las muestras 40 μl de Ultralink immobilized Protein A Sepharose beads. 

Tras 4 horas de incubación se procedió a los lavados y elución de los fragmentos de 

ADN unidos al anticuerpo. 

Primero se eliminó el sobrenadante y las beads se resuspendieron en buffer IP más 

Cocktail Inhibidor de Proteasas (Roche). Las muestras se pasaron a tubos nuevos y 

sucesivamente se lavaron con buffer IP más NaCl (igual que el buffer IP pero con NaCl 

500 mM), buffer de lavado (Tris-HCl 10 mM, LiCl 250 mM, EDTA 1 mM, Nonidet P-

400 5 % y deoxicolato sodico 0,5 %, pH 8,0) y TE, todos ellos con Cocktail Inhibidor 

de Protesas, con periodos de incubación de 3 minutos a 4 °C en rotación entre cada 

lavado.     

Para eluir los fragmentos de ADN se añadió 240 μl de buffer de elución (Tris-HCl 10 

mM, EDTA 50 mM, SDS 1 %, pH 7,6) más 10 μl de Proteinasa K 10 mg/ml y las 

muestras se incubaron a 55 °C toda la noche. Para romper la unión del anticuerpo a los 

fragmentos de ADN se incubo a 65 °C durante 30 minutos y se recogió el sobrenadante 

al que se le añadió 500 μl de TE. Se realizaron dos extracciones PCI y otra más con 

cloroformo y el ADN se precipitó con 1/10 v de acetato sódico 3M, pH 5,2, etanol 100 

% helado y 20 μg de glucógeno. Se incubó a -80 °C 30 minutos, se lavó con etanol 70 

% helado y el ADN resultante se resuspendió en 25 μl de agua ultrapura. Por último, la 

concentración de ADN obtenida fue determinada con el Nanodrop ND-1000. 

 

10.3. MARCAJE DEL ADN INMUNOPRECIPITADO 

Se utilizó el kit Bio-Prime (Invitrogen) para marcar con Cy3-dCTP o Cy5-dCTP el 

ADN resultante de la inmunoprecipitación y el control. Se desnaturalizó 1 μg de ADN a 

94 ºC durante 3 minutos junto con 20 μl de 2,5x Random Primers en un volumen final 

de 40 μl y a continuación se enfrió rápidamente en hielo. Después se añadieron 5 µl 
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dNTPs (dATP, dGTP y dTTP 2 mM y  dCTP 0,5mM), 1,5 µl Cy5-dCTP, 3,75 µl de 

Cy3-dCTP o Cy5-dCTP y 1,5 µl de fragmento Klenow. Las reacciones se incubaron a 

37 ºC durante toda la noche y el ADN marcado se purificó con el kit MinElute PCR 

Purification (Qiagen). 

La incorporación de Cy3 o Cy5 se cuantificó por medición con el Nanodrop ND-1000.  

 

10.4. HIBRIDACIÓN, LAVADO Y ESCANEADO DE LOS MICROARRAYS 

Los microarrays utilizados fueron los mismos que en el estudio de las diferencias de 

expresión génica. En este caso, para la hibridación se incubaron 30-40 pmoles de 

muestra tratada con anticuerpo marcada con Cy3 junto a 30-40 pmoles de muestra sin 

tratar con anticuerpo y marcada con Cy5. Para compensar posibles diferencias en 

marcaje y detección de Cy3 y Cy5 (Dye Swap), otra réplica biológica se incubó al 

contrario, es decir, la muestra tratada con anticuerpo se marcó con Cy5 y la muestra 

control con Cy3. El protocolo de hibridación, al igual que el de lavado y escaneo de los 

microarrays, continúa de forma similar al descrito en el apartado 9.4. 

 

Para llevar a cabo el análisis de los datos obtenidos tras escanear los microarrays, en 

primer lugar, de los datos totales se eliminaron las sondas cuya señal era muy débil 

utilizando el programa Agilent Feature Extraction y el protocolo CGH. A continuación, 

los datos de cada microarray se normalizaron con el programa R utilizando el paquete 

LIMMA y se aplicó la mediana como valor estadístico de referencia de los ratios log2 

anticuerpo/no anticuerpo y por último se llevó a cabo una normalización entre los 

diferentes microarrays. 

 

10.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

En el análisis estadístico de los datos de ChIP-chip, las zonas de unión de AbrC3 a sus 

dianas se identificaron agrupando las sondas significativamente enriquecidas (p-valor = 

0,05) en la cepa parental M145 comparada con la mutante ΔabrC3 utilizando el 

programa R y realizando un t-test no paramétrico. Para ello, el ratio [(M145 AC/No 

AC) / (∆abrC3 AC/No AC)] se representó gráficamente y las zonas de enriquecimiento 

se seleccionaron a partir del hombro formado en la cola derecha de la distribución de los 

datos, conteniendo estas zonas, al menos, dos sondas de 3 kb cada una. 
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También se generaron archivos BED utilizando Perl Scripts para visualizar en la web 

UCSC Microbial Gene Browser (http://microbes.ucsc.edu/) las zonas de unión de 

AbrC3 en el cromosoma de S. coelicolor y los datos de este estudio se depositaron en la 

base de datos ArrayExpress con el número de acceso MTAB-1451. 

 

11. ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO 

Las muestras procedentes de extractos celulares, sobrenadantes de los cultivos líquidos 

y tacos de agar de placas multipocillo se extrajeron con etilacetato conteniendo ácido 

fórmico al 1 % y tras una hora en agitación y evaporados los solventes, los residuos se 

resuspendieron en 100 µl de dimetil sulfóxido:metanol (50:50).  

Para el análisis HPLC-MS se utilizó un sistema cromatográfico Alliance acoplado a un 

espectrofotómetro de masas ZQ4000 y una columna Symmetry C18 (Waters). Como 

solvente se usó acetonitrilo, en primer lugar 4 minutos al 10 % y después en gradiente 

de 10 a 88 % durante 26 minutos a 0,25 ml/min. El análisis MS se llevó a cabo por 

ionización por electrospray con un voltaje en el capilar de 3 kV y en el cono de 20 V.  

La detección y caracterización de los picos obtenidos se realizó mediante microarray de 

fotodiodos y el software Empower (Waters) (Pérez et al., 2011). 

 

12. CURVAS DE CRECIMIENTO 

Las curvas de crecimiento se llevaron a cabo cuantificando el peso seco del micelio de 

los distintos cultivos. Para ello se inocularon 4x106 e/ml en 160 ml de NB, se incubaron 

en agitación a 30 ºC y se tomaron muestras cada 8 horas. En cada tiempo se filtraron 10 

ml del cultivo y se estimó el peso seco equivalente. Todas las muestras se hicieron por 

triplicado para calcular la media del peso seco y el error típico de la media. 

 

13. ANÁLISIS DE LA PRODUCCIÓN DE ANTIBIÓTICOS 

13.1. CUANTIFICACIÓN EN MEDIO LÍQUIDO  

Para cuantificar la producción de ACT en medio líquido se realizaron cultivos por 

triplicado de cada cepa. Matraces de 100 ml se inocularon con 15 ml de medio con una 

concentración final de 4x106 e/ml. Se tomaron muestras por duplicado de cada matraz a 

distintos tiempos y se cuantificó la ACT mediante colorimetría siguiendo un protocolo 

modificado del descrito por Kieser, 2000. Así, los cultivos fueron tratados con KOH (1 

N), las muestras se incubaron toda la noche a 4 ºC, se centrifugó la mezcla (15000 xg, 
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10 minutos) y se midió la absorbancia del sobrenadante de cada muestra a 640 nm. A 

continuación, conociendo el coeficiente de extinción molar de la ACT ε640= 25320, se 

aplicó la ley de Lambert-Beer y se obtuvieron los datos de la concentración de ACT. 

 

13.2. ENSAYOS EN MEDIO SOLIDO 

Se inocularon como gotas de esporas (105 e/5 μl) sobre diferentes medios de cultivo y 

las placas se incubaron a 30 ºC durante varios días. El nivel de producción de 

undecilprodiginina se observó a los 2-3 días de crecimiento a 30 ºC y la detección de 

actinorrodina a los 2- 4 días, dependiendo del medio de cultivo. 

    

13.3. BIOENSAYO EN MEDIO SÓLIDO PARA LA CUANTIFICACIÓN DE 

CDA  

Se trata de una modificación del método descrito en (Uguru et al., 2005). Las esporas se 

inocularon como gotas (105 e/5 μl) sobre medio solido AN y se incubaron a 30 ºC 

durante 2 días. A continuación las placas se cubrieron con 5 ml de agar nutritivo blando 

+ Ca(NO3)2 60 mM que contenía 200 μl B. subtilis (D.O600 0,25) como microorganismo 

sensible y se incubaron de nuevo a 30 ºC durante 24 horas aproximadamente. Como 

control negativo, se hizo una réplica del experimento añadiendo la cobertera de agar 

nutritivo blando sin Ca(NO3)2. 

 

14. BASES DE DATOS ONLINE 

 NCBI - National Centre of Biotechnology Information. Para la búsqueda de 

referencias a través de PubMed, para comparaciones de secuencias de nucleótidos y 

aminoácidos mediante la herramienta BLAST y para acceder a información acerca de 

reguladores de la transcripción utilizando RR census.         

 StrepDB - The Streptomyces Annotation Server. Para la consulta de genomas de 

Streptomyces.  

 P2CS - Prokaryotic 2-Component Systems. Para buscar información sobre sistemas de 

dos componentes bacterianos.  

 RSAT - Regulatory Sequence Analysis Tools. Para encontrar similitudes entre 

secuencias y definir secuencias consenso.    
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1. ABREVIATURAS 

A: Adenina 

ADN: Ácido Desoxirribonucleico 

ACT: Actinorrodina 

Amp: Ampicilina 

Apra: Apramicina 

ARN: Ácido Ribonucleico 

C: Citosina 

CDA: Antibiótico Dependiente de 

Calcio 

ChIP: Inmunoprecipitación de la 

Cromatina 

Cln: Cloranfenicol 

CSR: Regulador Situado en el Cluster 

Cy3: Cianina 3 

Cy5: Cianina 5 

D.O: Densidad Óptica 

e: Esporas 

EMSA: Ensayo de Retardo en Gel 

FAM: 6-carboxifluoresceína 

G: Guanina 

g: Gramo 

HK: Histidina Quinasa 

HyHK: Histidina Quinasa Híbrida 

Kb: Kilobase 

kDa: Kilodalton 

 

 

Kn: Kanamicina 

l: Litro 

M: Molar 

mA: Miliamperios 

ORF: Marco de Lectura Abierto 

PCR: Reacción en Cadena de la     

Polimerasa 

qRT-PCR: PCR Cuantitativa a Tiempo 

Real 

RED: Undecilprodiginina 

rpm: Revoluciones Por Minuto 

RR: Regulador de Respuesta 

SARP: Proteína Reguladora de 

Antibióticos de Streptomyces 

SCO: Streptomyces coelicolor ORF 

TAMRA: 6-carboxitetrametilrrodamina 

TCS: Sistema de Dos Componentes 

T: Timina 

Tsr: Tioestreptona 

URAP: Regulador Final de la 

Producción de Antibióticos 

UV: Ultravioleta 

V: Voltios 

v: Volumen  

yCPK: Poliqúetido Críptico Amarillo 

ºC: Grado Centígrado 

: Coeficiente de extinción molar
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2. OLIGONUCLEÓTIDOS UTILIZADOS 

NOMBRE SECUENCIA USO 

SRG-01 TTTTTTCATATGCGGCACAGCGGCGCCGTG 
Oligonucleótido directo para amplificar el 

promotor de abrC3. Con sitio NdeI 

SRG-02 TTTTTTGGATCCGGAATTGAGATAGGTCAGCACCGC 
Oligonucleótido reverso para amplificar 

abrC3. Con sitio BamHI 

SRG-11 TTTTTTCATATGGAGGACAGGGTGCGGGTG 
Oligonucleótido directo para amplificar  

abrC3. Con sitio NdeI 

SRG-12 TTTTTTCTCGAGGGAATTGAGATAGGTCAGCACCGC 
Oligonucleótido reverso para amplificar  

abrC3. Con sitio XhoI 

SRG-20 
TGCACAGGGCTGTGGGGGCCGAGGA 
TCGTGATTCCGGGGATCCGTCGACC 

Oligonucleótido directo para construir el  
cassette de deleción de abrC3 

SRG-21 GGCCGTGAGGTGCACAGGGCTGTGGGGGCC 
Oligonucleótido directo para elongar el  

cassette de deleción de abrC3 

AY-07 
CCCGGGTCGGTGCTTCCGAGGCATGGGCC 
GCCGGTGTCATGTAGGCTGGAGCTGCTTC 

Oligonucleótido reverso para construir el 
cassette de deleción de abrC3 

AY-16 CCTGGACCGGCCCGGGTCGGTGCTTCCGAG 
Oligonucleótido reverso para elongar el  

cassette de deleción de abrC3 

SRG-28 
GGCCGCCCGGGGAGGACTGAGGAAG 
AAGTGATTCCGGGGATCCGTCGACC 

Oligonucleótido directo para construir el  
cassette de deleción de SCO2281 

SRG-29 GGCGACCCCTGGCCGCCCGGGGAGGACTG 
Oligonucleótido directo para elongar el  

cassette de deleción de SCO2281 

SRG-30 
TCGCGCCGGCCGTGGGCGGCGCTCC 
GCTCATGTAGGCTGGAGCTGCTTC 

Oligonucleótido reverso para construir el 
cassette de deleción de SCO2281 

SRG-31 ACGGAACGTCTCGCGCCGGCCGTGGGCG 
Oligonucleótido reverso para elongar el  

cassette de deleción de SCO2281 

LS-56 
CCCCCGACTCAGGCGCCGGGACCGGCCCGGACGGC 
ACCCTGATGCCCATGATTCCGGGGATCCGTCGACC 

Oligonucleótido directo para construir el  
cassette de deleción de absR1 

LS-57 
GGCGCCGGTCTGTGGCCACGGCGCACGGGTGCTTG 
TGAGCCGCGCGGTCATGTAGGCTGGAGCTGCTTC 

Oligonucleótido directo para elongar el  
cassette de deleción de absR1 

SRG-33 TTTTTTCATATGATCCTCGGCCCCCACAGCC 
Oligonucleótido reverso para amplificar el 

promotor de abrC3. Con sitio NdeI 

SRG-37 TTTTTTGAATTCGTCCGCGGGGGCGGGTGC 
Oligonucleótido directo para amplificar el 
promotor de SCO2281. Con sitio EcoRI 

SRG-38 TTTTTTCATATGCCGGAGATTGTACGAGGCACTCC 
Oligonucleótido reverso para amplificar el 

promotor de SCO2281. Con sitio NdeI 

LS-74 TTTTTTCATATGCCCTCGGGCAGCAGGTGGG 
Oligonucleótido directo para amplificar el 

promotor de absR1. Con sitio NdeI 

LS-75 TTTTTTAGATCTCACCAGTACATGACCGCCGTC 
Oligonucleótido reverso para amplificar  

absR1. Con sitio BglII 

LS-80 CTCAAGTCACCCTGTATCAGGG 
Oligonucleótido directo para amplificar  

el promotor de absR1 

LS-81 CCGGTGACTCTTCGTCGCTGC 
Oligonucleótido reverso para amplificar  

el promotor de absR1 

AY-93 TCGTGGTGGCGGCCGTACGGATGCC 
Oligonucleótido directo para mutación  

puntual D61A en AbrC3 

AY-94 GGCATCCGTACGGCCGCCACCACGA 
Oligonucleótido reverso para mutación  

puntual D61A en AbrC3 

SRG-54 CGTGGTGGCGGAAGTACGGATGC 
Oligonucleótido directo para mutación  

puntual D61E en AbrC3 

SRG-55 GCATCCGTACTTCCGCCACCACG 
Oligonucleótido reverso para mutación  

puntual D61E en AbrC3 

SRG-61 
TTTTTTCATATGGAGGACAGGGTGCGGG 
TGGTCATCGCCGAGGCGTCAGTGCTGC 

Oligonucleótido directo para mutación puntual 
D12A en AbrC3. Con sitio NdeI 

SRG-68 CGCTCGCCCGGCGCGAGGAC 
Oligonucleótido directo para  

amplificar SCO5085p 

SRG-69 TGAGGAGCAGCAGCACCAGGAG 
Oligonucleótido reverso para  

amplificar SCO5085p 

SRG-70 GGACGCGGTGGACGGGATCC 
Oligonucleótido directo para  

amplificar SCO4596p 

SRG-71 CGGCCACGACCTCGTGCCCG 
Oligonucleótido reverso para  

amplificar SCO4596p 

SRG-72 CCCTCGGGCAGCAGGTGGGC 
Oligonucleótido directo para  

amplificar SCO6992p 
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SRG-73 GGTGTCGCCGCCGAGGAAGC 
Oligonucleótido reverso para  

amplificar SCO6992p 

SRG-74 CCGCCTGGATCACCGGGACC 
Oligonucleótido directo para  

amplificar SCO0736p 

SRG-75 TCGCGGCCTGGGCCGGTGC 
Oligonucleótido directo para  

amplificar SCO0736p 

SRG-76 CGTCGCGGCAGCCACCGCC 
Oligonucleótido directo para  

amplificar SCO6809p 

SRG-77 AGCTGGTGATCTGGGTCAGACAC 
Oligonucleótido reverso para  

amplificar SCO6809p 

SRG-78 GGGTGCACCTCTTCCCCATTCG 
Oligonucleótido directo para 

amplificar SCO3328p 

SRG-79 ACCGGTACACGGTCATCTTGGAC 
Oligonucleótido reverso para  

amplificar SCO3328p 

SRG-80 CGGGCCAGCCGCGCTGCAG 
Oligonucleótido directo para  

amplificar SCO2113p 

SRG-81 TGGTCCTGCAGCTTCGCGTGC 
Oligonucleótido reverso para  

amplificar SCO2113p 

SRG-86 CGTGGACTACGGCTTCTTCGAG 
Oligonucleótido directo para  

amplificar SCO4709p 

SRG-87 GGCCGCCTCGATCTGGCGG 
Oligonucleótido reverso para  

amplificar SCO4709p 

SRG-94 TTTTAAGCTTTGCTTGCCGTCACAAGCGATCTC 
Oligonucleótido reverso para amplificar la  
región 5’ de SCO5085p. Con sitio HindIII 

SRG-95 TTTTGAATTCCATTGAAATCTGTTGAGTAGGCCTG 
Oligonucleótido directo para amplificar la  
región 3’ de SCO5085p. Con sitio EcoRI 

SRG-96 CCGCTTAAATCCTCCAGCTCCTGGTGCTG 
Oligonucleótido directo para eliminar  

la secuencia diana de SCO5085p 

SRG-97 CAGCACCAGGAGCTGGAGGATTTAAGCGG Oligonucleótido reverso para eliminar  
la secuencia diana de SCO5085p 

SRG-98 TTTTCTGCAGGCCCCGCAGCGCCATGACGA 
Oligonucleótido reverso para amplificar la  

región 3’de SCO5085p. Con sitio PstI 

SRG-116 CCCTCGGGCAGCAGGTGGGCGAAGGCTGCTCCCGGGTCTCG 
Oligonucleótido directo para eliminar  

la secuencia diana de SCO6992p 

SRG-119 
GTAATTCCGCTTAAATCCTCGAAGGC

GACCCAGCTCCTGGTGCTGCTGCT 
Oligonucleótido directo de 50 bases de 

SCO5085p con la secuencia diana en el centro  

SRG-120 
AGCAGCAGCACCAGGAGCTGGGTCG
CCTTCGAGGATTTAAGCGGAATTAC 

Oligonucleótido reverso de 50 bases de 
SCO5085p con la secuencia diana en el centro 

SRG-121 
CTAGGTGGCCGTTGTACTCAGAAGGC

GACCTTTTCCGACAACGAGAGGAA 
Oligonucleótido directo de 50 bases de ADN 
artificial con la secuencia diana en el centro 

SRG-122 
TTCCTCTCGTTGTCGGAAAAGGTCGC

CTTCTGAGTACAACGGCCACCTAG 
Oligonucleótido reverso de 50 bases de ADN 
artificial con la secuencia diana en el centro 

Uni-F ACGACTCACTATAGGGCGAATTGGG 
Oligonucleótido universal directo con o  

sin marcaje FAM para Footprinting 

Uni-R CAGCTATGACCATGATTACGCCAAGC 
Oligonucleótido universal reverso con o  

sin marcaje FAM para Footprinting 

2779-F CGAACTGGAAGAACTG 
Oligonucleótido directo para  

qRT-PCR del SCO2779 

2779-R GAGGGCGAAGTAGTC 
Oligonucleótido reverso para  

qRT-PCR del SCO2779 
2779-P AGTTCCCGTACGAGATCGTC Sonda para qRT-PCR del SCO2779 

4425-F ACCGCAGGACAACCACA 
Oligonucleótido directo para  

qRT-PCR del SCO4425 

4425-R GGTTGTCCATCGTGGTGAT 
Oligonucleótido reverso para  

qRT-PCR del SCO4425 
4425-P CCCGTCACGACGCTCGACAA Sonda para qRT-PCR del SCO4425 

4596-F AAGACCATCACCGAGCTG 
Oligonucleótido directo para  

qRT-PCR del SCO4596 

4596-R GTAGCGCTCCTCCACGTA 
Oligonucleótido reverso para  

qRT-PCR del SCO4596 
4596-P GTCGTGGTGGCGGACGTAC Sonda para qRT-PCR del SCO4596 

4597-F GCTGTGGTTCTGGGTGTT 
Oligonucleótido directo para  

qRT-PCR del SCO4597 

NOMBRE SECUENCIA USO 
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4597-R GATCTCGAAGGGGTTGTC 
Oligonucleótido reverso para  

qRT-PCR del SCO4597 
4597-P AGGACGGGCTCCAGCTGTAC Sonda para qRT-PCR del SCO4597 

4598-F GGCACACCTGGAAAGAGA 
Oligonucleótido directo para  

qRT-PCR del SCO4598 

4598-R ATCACCGTGACCGTCAAT 
Oligonucleótido reverso para  

qRT-PCR del SCO4598 
4598-P CGGCTTCACCTACGTGGTGA Sonda para qRT-PCR del SCO4598 

4709-F AGGTCTGGATCAACAT 
Oligonucleótido directo para  

qRT-PCR del SCO4709 

4709-R GCGATCTTCTCGTTG 
Oligonucleótido reverso para  

qRT-PCR del SCO4709 
4709-P ATGTTCGAGCTGTCCTACCC Sonda para qRT-PCR del SCO4709 

5085-F GTGTCCATGTAATCACC 
Oligonucleótido directo para  

qRT-PCR del SCO5085 

5085-R GTCAGGACCAATTCC 
Oligonucleótido reverso para  

qRT-PCR del SCO5085 
5085-P CTTAAATCCTCGAAGGCGAC Sonda para qRT-PCR del SCO5085 

6992-F GACCGTACGATGAACTT 
Oligonucleótido directo para  

qRT-PCR del SCO6992 

6992-R CAGGATGTTGTGGAA 
Oligonucleótido reverso para  

qRT-PCR del SCO6992 
6992-P GACGACGAGGCCGTCTAC Sonda para qRT-PCR del SCO6992 
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