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IN.1 - Antibióticos, la gran revolución de la medicina moderna 

El descubrimiento y aplicación de los antibióticos por el ser humano ha sido, sin lugar a dudas, 

una de las mayores revoluciones médicas de la historia. Estos compuestos son capaces de matar 

bacterias o inhibir su crecimiento, y pueden ser producidos de forma natural por algunos 

organismos, o bien, mediante síntesis química. Su mecanismo de acción consiste en bloquear o 

alterar procesos esenciales, como la síntesis de la pared celular, la traducción de proteínas o la 

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

La introducción de los antibióticos en clínica ha cambiado drásticamente la medicina moderna 

y ha ampliado notablemente la esperanza de vida humana. Su importancia va más allá del 

tratamiento de las enfermedades infecciosas, y es que su aplicación profiláctica es clave en 

muchos procedimientos, como trasplantes de órganos, cirugías o tratamientos de 

enfermedades crónicas (Hutchings et al., 2019). 

 

Replicación DNA

Quinolonas
Nitroimidazoles

Transcripción

Rifamicinas

Traducción (30S)

Aminoglucósidos
Tetraciclinas

Síntesis Pared Celular

Glucopéptidos
Betalactámicos
• Penicilinas
• Cefalosporinas
• Monobactámicos
• Carbapenemes
*BLI: Inhibidores de 

las Beta-lactamasas

Traducción (50S)

Anfenicoles
Lincosamidas
Macrólidos
Oxozolidinonas

Síntesis Ác. Fólico

Sulfonamidas
Trimetoprima

Integridad Membrana

Lipopéptidos
Polimixinas

Figura IN.1. Mecanismos de acción de los antibióticos. Se indican los principales procesos celulares
bloqueados o alterados por acción de los antibióticos, así como las familias de antibióticos que
presentan dicho mecanismo de acción.
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La presencia de los antibióticos en la Tierra es mucho más antigua que el ser humano. Estos 

compuestos han sido utilizados desde tiempos inmemoriales por los microorganismos para 

luchar contra sus competidores, aunque pueden tener funciones adicionales como moléculas 

señalizadoras en la comunicación intercelular (Abrudan et al., 2015; Romero et al., 2011). Sin 

embargo, junto con la utilización de los antibióticos como armas, se han desarrollado 

mecanismos de resistencia, por un lado, como una respuesta evolutiva de las bacterias que 

deben defenderse de los mismos, y por otro, como parte de los procesos de síntesis y liberación 

de estos compuestos de los organismos que los producen (Larsson & Flach, 2022). Los 

mecanismos de resistencia pueden ser adquiridos por transferencia vertical u horizontal, y 

actúan de distintas formas: inactivando el antibiótico (por modificación de su estructura o su 

hidrolisis), impidiendo su acumulación en la célula (reduciendo su entrada o promoviendo su 

expulsión), alterando la diana sobre la que actúa, o desarrollando procesos alternativos que no 

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

Aunque el desarrollo de mecanismos de resistencia es un proceso natural que ya tenía lugar 

antes de la utilización de los antibióticos por el ser humano, la rapidez de aparición y 

propagación de los mismos durante los últimos años, sobre todo en bacterias patógenas, es 

alarmante (CDC, 2019). Los antibióticos producidos en el ambiente como parte de la ecología 

microbiana solo alcanzan concentraciones elevadas a nivel microscópico, en las inmediaciones 

del organismo productor, por lo que la exposición a los mismos es local y no ha contribuido a 

este fenómeno (Larsson & Flach, 2022). El verdadero problema deriva del uso masivo de los 

antibióticos por parte del ser humano a nivel clínico y veterinario, así como de la liberación de 

altos niveles de estos compuestos al ambiente; esto ha dado lugar a una presión selectiva sin 

precedentes sobre las bacterias, que ha promovido la movilización de un gran número de genes 

de resistencia y la selección de eventos evolutivos que han originado nuevos mecanismos de 

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

IN.1.1 - Bacterias patógenas resistentes a los antibióticos, una amenaza global 

La emergencia y propagación de bacterias patógenas resistentes a los antibióticos es una de las 

grandes amenazas para la salud pública, y por tanto, uno de los desafíos prioritarios a los que 

debe hacer frente la humanidad, tal y como han señalado la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) y los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades (CDC y ECDC). La OMS ha 

establecido las bacterias prioritarias para las que se requiere de forma urgente investigación y 

desarrollo de nuevos antibióticos (Tabla IN.1) (WHO, 2021a). 
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Tabla IN.1. Patógenos prioritarios para el desarrollo de antibióticos. Se indican las bacterias patógenas 
resistentes a antibióticos que han sido consideradas prioritarias por la OMS para la investigación y 
desarrollo de nuevos antibióticos (WHO, 2021a). 

Prioridad Bacteria patógena Resistencias 

Crítica 

Acinetobacter baumannii Carbapenémicos 

Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos 

Enterobacteriaceae Carbapenémicos y Cefalosporinas de 3º gen. 

Alta 

Enterococcus faecium Vancomicina 

Staphylococcus aureus Vancomicina y Meticilina 

Helicobacter pylori Claritromicina 

Campylobacter sp. Fluoroquinolonas 

Salmonella sp. Fluoroquinolonas 

Neisseria gonorrhoeae Fluoroquinolonas y Cefalosporinas de 3º gen. 

Media 

Streptococcus pneumoniae Penicilinas 

Haemophilus influenzae Ampicilina 

Shigella sp. Fluoroquinolonas 

Mención 
Especial 

Mycobacterium tuberculosis Isoniazida, rifampicina y/o fluoroquinolonas 

Clostridioides difficile - 

 

Los centros sanitarios son especialmente vulnerables a esta amenaza, ya que los pacientes 

suelen presentar un sistema inmune debilitado (por otras patologías y/o la medicación), y 

además, existe un elevado uso de antibióticos. Las infecciones por bacterias que presentan uno 

o más mecanismos de resistencia ocasionan una mayor morbilidad y mortalidad, y suponen un 

mayor coste económico para el sistema sanitario, ya que requieren estancias hospitalarias más 

prolongadas, una mayor atención médica y el uso de tratamientos más caros y potencialmente 

más tóxicos (CDC, 2019). 

Uno de los mayores obstáculos es determinar la magnitud y alcance reales de la amenaza que 

supone la resistencia a los antibióticos, ya que los sistemas de vigilancia y monitorización 

epidemiológicos de los distintos países son muy heterogéneos, y en algunos casos, casi 

inexistentes (WHO, 2021b). Se ha estimado que en el año 2019, aproximadamente 5 millones 

de muertes estuvieron asociadas a bacterias resistentes a antibióticos, de las cuales, 1,3 millones 

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

La reciente pandemia causada por el virus SARS-CoV-2 ha empeorado aún más la situación, ya 

que ha incrementado sustancialmente los ingresos hospitalarios y el consumo de antibióticos. 

Aproximadamente el 75% de los pacientes con COVID-19 recibieron tratamiento con 

antibióticos, aunque la tasa de coinfección bacteriana era del 8% (Langford et al., 2021). Las 

consecuencias ya se han puesto de manifiesto en los últimos estudios realizados, donde se han 

observado tasas de resistencia a antibióticos extremadamente preocupantes (WHO, 2021b). Por 
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ejemplo, en Europa, el 57% de los aislados de Acinetobacter durante el año 2020 presentaban 

resistencia combinada a tres grupos de antibióticos (fluoroquinolonas, aminoglucósidos y 

carbapenémicos), en contraste con el año anterior, que eran el 43% de los aislados (ECDC, 2020, 

2022). 

Para hacer frente a esta amenaza, la OMS ha elaborado un plan de acción global contra la 

resistencia a antibióticos, en el que se han establecido cinco objetivos estratégicos para 

mantener el mayor tiempo posible la prevención y tratamiento de las enfermedades infecciosas 

con medicamentos efectivos y seguros, empleados de forma responsable, y accesibles para 

quien los necesite (WHO, 2015): 

1. Mejorar la concienciación y comprensión de la resistencia a los antimicrobianos. 

2. Fortalecer la investigación y los programas de vigilancia epidemiológica. 

3. Reducir la incidencia de infecciones a través de medidas de saneamiento y prevención. 

4. Optimizar el uso de antimicrobianos en salud humana y animal. 

5. Garantizar una inversión sostenible en la lucha contra los antimicrobianos. 

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

Existen dos aproximaciones para hacer frente a la resistencia a los antibióticos. Por un lado, se 

puede intentar frenar la aparición y propagación de las bacterias patógenas resistentes, 

mediante medidas de prevención de infecciones, saneamiento, optimización del uso de 

antibióticos y concienciación social. Por otro lado, se deben desarrollar nuevos antibióticos y 

otros tratamientos alternativos, como la terapia de fagos o agentes inmunomoduladores, para 

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

A mediados del siglo XX tuvo lugar la Edad Dorada de los antibióticos, que comenzó con la 

comercialización de la penicilina; esta época se caracterizó por el descubrimiento de la mayoría 

de los tipos de antibióticos que actualmente utiliza el ser humano (Coates et al., 2011; Hutchings 

et al., 2019). Desde entonces, el desarrollo de nuevos antibióticos se ha estancado, en gran parte 

por razones económicas, ya que no es rentable para las empresas farmacéuticas (Baltz, 2006; 

Coates et al., 2011); en los últimos 5 años, solo se han aprobado 12 antibióticos, la mayoría de 

los cuales presentan un limitado beneficio clínico sobre los tratamientos existentes (WHO, 

2021a). Otro problema añadido es la rápida aparición de bacterias patógenas resistentes a un 

antibiótico a los pocos años del inicio de su comercialización (Tabla IN.2) (CDC, 2019). 
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Tabla IN.2. Identificación de patógenos con resistencias a lo largo del tiempo. Se indica la fecha de 
comercialización de distintos antibióticos junto con la fecha en la que se identificó el primer patógeno 
resistente a dicho antibiótico (CDC, 2019). 

Antibiótico Comercializado Año Patógeno resistente identificado Año 

Penicilina 1941 Staphylococcus aureus 1942 

Vancomicina 1958 Enterococcus faecium 1988 

Meticilina 1960 Staphylococcus aureus 1960 

Cefalosporinas de amplio espectro 1980 Escherichia coli 1983 

Azitromicina 1980 Neisseria gonorrhoeae 2011 

Imipenem 1985 Klebsiella pneumoniae 1996 

Ciprofloxacina 1987 Neisseria gonorrhoeae 2007 

Daptomicina 2003 Staphylococcus aureus 
*También resistente a meticilina. 

2004 

Ceftazidima/avibactam 2015 Klebsiella pneumoniae 2015 

 

Actualmente, hay 45 antibióticos en ensayos clínicos, así como 32 tratamientos alternativos, lo 

cual, es insuficiente para abordar adecuadamente la amenaza que representa la resistencia a 

los antimicrobianos. Además, existen claros problemas de innovación, así como limitaciones 

importantes de cara al tratamiento de patógenos clave como bacterias multirresistentes (WHO, 

2021a). 

El descubrimiento y desarrollo de antibióticos innovadores, efectivos y seguros, es prioritario 

para hacer frente a la resistencia a los antibióticos, la pandemia silenciosa que pone en peligro 

la medicina moderna tal y como la conocemos. 

IN.2 - El género Streptomyces 

IN.2.1 - Streptomyces, una fuente inagotable de antibióticos 

Los antibióticos son sintetizados por una gran diversidad de organismos, pero sin duda, el género 

estrella es Streptomyces. Más de la mitad de los antibióticos de origen natural empleados en 

clínica son producidos por bacterias pertenecientes a este género, además de otros tipos de 

compuestos de interés como antitumorales o inmunosupresores (Tabla IN.3) (Ait Barka et al., 

2016). 

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

Tipo Compuesto Origen (Streptomyces) Referencia 

Antibiótico 

Cloranfenicol S. venezuelae (Malik, 1983) 

Actinomicina S. anulatus (Waksman & Woodruff, 1940) 

Anfomicina S. canus (Heinemann et al., 1953) 

Cicloserina S. orchidaceus (Mulinos, 1955) 

Daptomicina S. roseosporus (Mchenney et al., 1998) 
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Tipo Compuesto Origen (Streptomyces) Referencia 

Antibiótico 

Higromicina S. hygroscopicus (Pittenger et al., 1953) 

Kanamicina S. kanamyceticus (Umezawa et al., 1957) 

Leucomicina S. kitasatooensis (Hata et al., 1953) 

Lincomicina S. lincolnensis (Mason & Lewis, 1964) 

Neomicina S. fradiae (Dulmage, 1953) 

Novobiocina S. niveus (Kominek, 1972) 

Oxitetraciclina S. rimosus (Rhodes, 1984) 

Rifamicina S. mediterranei (Margalith & Beretta, 1960) 

Estreptomicina S. griseus (Schatz & Waksman, 1944) 

Tetraciclina S. aureofaciens (Darken et al., 1960) 

Antifúngico 

Cicloheximida S. griseus (Kominek, 1975) 

Higromicina S. hygroscopicus (González et al., 1978) 

Anfotericina S. nodosus (Linke et al., 1974) 

Candicidina S. griseus (Acker & Lechevalier, 1954) 

Natamicina S. natalensis (Stark, 2003) 

Polioxina B S. cacaoi (Isono et al., 1965) 

Validamicina S. hygroscopicus  (Iwasa et al., 1970) 

Antiparasitario Avermectina S. avermitilis (Burg et al., 1979) 

Inmunosupresor Rapamicina S. hygroscopicus (Chen et al., 1999) 

Inmunoestimulante Bestatina S. olivoreticuli (Blomgren et al., 1980) 

Antitumoral 
Doxorrubicina S. peucetius (Arcamone et al., 1969) 

Daunorrubicina S. peucetius (Arcamone et al., 1968) 

 

La producción de antibióticos está determinada por grandes clústeres génicos biosintéticos 

(BGC), que incluyen las enzimas requeridas para su síntesis, así como transportadores, 

reguladores y cualquier otro elemento necesario (por ejemplo, mecanismos de resistencia 

contra dicho antibiótico). La expresión de los BGC está controlada principalmente por 

reguladores específicos incluidos en el propio clúster, denominados CSR, que actúan como 

nodos capaces de integrar múltiples cascadas de regulación globales que monitorizan el estado 

fisiológico del organismo y las condiciones ambientales (Liu et al., 2013; van Wezel & McDowall, 

2011).  

Las diferentes especies de Streptomyces suelen ser capaces de producir una o más moléculas 

con actividad antibiótica en condiciones de laboratorio. Sin embargo, tras los avances en 

secuenciación, se ha observado que los genomas de estos organismos contienen multitud de 

BGC crípticos que permanecen silentes, por lo que su verdadero potencial como productores de 

compuestos de interés biotecnológico es mucho mayor que el estimado inicialmente (Nett et 

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

Aunque una de las estrategias para el descubrimiento y desarrollo de nuevos antibióticos 

consiste en la búsqueda de nuevos organismos productores (Santos-Aberturas & Vior, 2022), las 

especies ya descritas aún siguen teniendo mucho que ofrecer. Se han propuesto diversas 
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estrategias para la activación de BGC silentes en el propio organismo en el que están presentes, 

como la modificación de las condiciones de cultivo, la adición de compuestos que activen 

respuestas de estrés o el cocultivo con otros organismos (Antoraz et al., 2015). Sin embargo, la 

aproximación que mejores resultados están ofreciendo es la “minería genómica”, seguida de la 

manipulación de los BGC y su expresión heteróloga en cepas hospedadoras optimizadas (Kang 

& Kim, 2021; Myronovskyi & Luzhetskyy, 2019; van Bergeijk et al., 2020; Xia et al., 2020; Zerikly 

& Challis, 2009), ya que permite mejorar la producción de BGC conocidos con baja expresión en 

la cepa de origen (Jiang et al., 2018; Kepplinger et al., 2018), así como caracterizar BGC crípticos, 

derivados incluso de metagenomas (Bonet et al., 2015; Hover et al., 2018; Inahashi et al., 2018; 

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

IN.2.2 - Características generales de los estreptomicetos 

A nivel taxonómico, el género Streptomyces se encuadra en el reino Bacteria, filo Actinobacteria, 

orden Streptomycetales, familia Streptomycetaceae (Ludwig et al., 2015; Nouioui et al., 2018). 

Como principales características podemos destacar que son bacterias multicelulares 

filamentosas, Gram-Positivas, aerobias facultativas, mesófilas, neutrófilas y quimiorganótrofas, 

con un metabolismo oxidativo (Kämpfer, 2015). Estas bacterias desarrollan un micelio 

vegetativo, generalmente sin fragmentar, y un micelio aéreo, que forma cadenas de esporas 

reproductivas sin motilidad (Kämpfer, 2015); las estructuras que pueden formar estas esporas 

en las distintas especies son variadas: cadenas, espirales y verticilos (Pridham et al., 1958). A 

nivel morfológico, las colonias que forman estas bacterias generalmente presentan una 

superficie suave en las etapas iniciales de crecimiento, aunque luego adquieren una apariencia 

escamosa, granular o aterciopelada, debido al desarrollo del micelio aéreo y al proceso de 

esporulación; además los estreptomicetos pueden producir diversos pigmentos, por lo que sus 

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

Las bacterias del género Streptomyces despiertan un gran interés, y han sido extensamente 

estudiadas por varias razones: presentan una distribución filogenética muy amplia, juegan un 

papel esencial en el ecosistema del suelo como organismos saprófitos, ya que son capaces de 

producir una enorme batería de enzimas hidrolíticas extracelulares para el reciclaje de 

nutrientes (con aplicación a nivel industrial) y, como ya se ha mencionado anteriormente, son 

capaces de producir una miríada de compuestos de interés biomédico, como antibióticos o 

antitumorales entre otros (Ait Barka et al., 2016). 
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El principal hábitat de los estreptomicetos es el suelo (Kämpfer, 2015), un medio 

extremadamente complejo y dinámico sujeto a una gran diversidad de factores bióticos y 

abióticos, lo que explica la plasticidad genómica, la diversidad metabólica y la compleja red de 

regulación que han desarrollado estos microorganismos. Sin embargo, también se han podido 

encontrar en otros nichos ecológicos como ambientes marinos (Dalisay et al., 2013; Sabido et 

al., 2020; Tenebro et al., 2021), o incluso formando parte de la microbiota de otros organismos 

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

Se han descrito interacciones tanto beneficiosas como perjudiciales con otros organismos. Por 

ejemplo, ciertos insectos utilizan estreptomicetos productores de antibióticos para proteger sus 

recursos (Currie et al., 1999, 2003), mientras que algunos escarabajos xilófagos establecen una 

relación de comensalismo con algunas de estas bacterias capaces de degradar sustratos 

celulósicos (Hulcr et al., 2011; Vasanthakumar et al., 2008). En el caso de las plantas, se han 

descrito tanto estreptomicetos que promueven su crecimiento y actúan como agentes de 

control biológico (Romano-Armada et al., 2020; Tran et al., 2021), como otros que actúan como 

fitopatógenos (Wanner, 2006). Es importante destacar que, a pesar de que la mayoría de estas 

bacterias no son perjudiciales para el ser humano, especies como Streptomyces somaliensis y 

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

Dentro de este grupo de microorganismos, una de las principales especies modelo es 

Streptomyces coelicolor (Figura IN.2), ya que fue una de las primeras que se caracterizó a nivel 

morfológico y genético (Bentley et al., 2002; Hopwood, 1999). Además, produce dos antibióticos 

coloreados, la undecilprodigiosina (RED) y la actinorrodina (ACT), que han sido utilizados como 

herramientas en los estudios genéticos sobre biosíntesis y regulación de la producción de 

antibióticos (Hopwood, 1999). Precisamente es el color azul de la ACT el que da lugar a la 

pigmentación celeste tan característica que presentan sus colonias, y que da nombre a esta 

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

IN.2.3 - Ciclo vital de Streptomyces coelicolor 

S. coelicolor, al igual que el resto de estreptomicetos, es una bacteria filamentosa que crece 

formando hifas, y produce exosporas. Esta especie ha sido utilizada como modelo para el estudio 

del crecimiento, desarrollo y diferenciación de este grupo de microorganismos (Chater, 2016).   
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Ciclo vital en medio sólido 

En medio sólido, el ciclo vital de S. coelicolor presenta varias etapas: germinación, desarrollo del 

micelio vegetativo, desarrollo del micelio aéreo y esporulación (Figura IN.3). Un aspecto 

destacable es que su crecimiento, al contrario que en la mayoría de bacterias, es independiente 

del proceso de división; aunque ésta sí que resulta esencial para la esporulación (McCormick, 

2009). 

La fase inicial del ciclo es el estado latente de espora. Ante determinados estímulos, como la 

presencia de nutrientes que sustenten su crecimiento, se inicia el proceso de germinación, que 

consiste en la remodelación de la pared celular, la reconstitución del contenido celular y la 

activación del metabolismo (Bobek et al., 2017). Este proceso finaliza con la emergencia de uno 

o dos tubos germinales a ambos extremos de la espora. 

La siguiente fase del ciclo es el desarrollo del micelio vegetativo (Figura IN.3), que muestra un 

crecimiento apical y procesos de ramificación monopodial (Flärdh et al., 2012). Durante este 

proceso, tiene lugar la formación de septos vegetativos a lo largo de las hifas, con una frecuencia 

variable y localización irregular; estos septos no suponen una separación física total, y permiten 

la conexión directa de compartimentos adyacentes. Estos compartimentos contienen múltiples 

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

Durante esta fase se han descrito dos rondas de muerte celular programada (PCD). Tras la 

germinación, se desarrolla un micelio temprano compartimentalizado por septos membranosos. 

Algunos segmentos de este micelio sufren la primera PCD, dando lugar al micelio vegetativo 

propiamente dicho. Parte de este micelio sufre la segunda PCD cuando comienza la siguiente 

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

Figura IN.2. Colonias de Streptomyces coelicolor. La barra blanca en la esquina superior izquierda de
cada fotografía representa 0,5 mm.
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Figura IN.3. Ciclo vital de Streptomyces coelicolor en medio sólido. Se muestra un esquema con las
distintas etapas del ciclo vital en medio sólido: germinación de la espora, crecimiento vegetativo,
desarrollo del micelio aéreo y esporulación, que incluye septación del micelio aéreo, segregación
cromosómica y maduración de las esporas. Además, en la parte superior derecha se muestran
fotografías de una colonia de S.coelicolor en los diferentes estadíos del desarrollo.
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El desarrollo del micelio aéreo (Figura IN.3) tiene lugar cuando las condiciones se vuelven 

adversas, aprovechando los nutrientes liberados por la PCD que sufre parte del micelio 

vegetativo (Manteca et al., 2007). Las hifas aéreas emergen del medio gracias a la presión de 

turgencia generada en el proceso de crecimiento, y a la producción de proteínas hidrofóbicas 

(chaplinas, rodlinas y el péptido SapB), que eliminan la tensión superficial de la interfase suelo-

aire y evitan la desecación (Flärdh & Buttner, 2009). Este micelio presenta un crecimiento apical 

sin eventos de ramificación ni septación, dando lugar a un compartimento muy alargado 

denominado célula esporogénica, donde tiene lugar una elevada replicación del material 

genético (Flärdh & Buttner, 2009). Los genes requeridos para la formación de las hifas aéreas 

son denominados bld, debido al fenotipo “calvo” (bald) de sus mutantes, que carecen de micelio 

aéreo (Figura IN.4) (Bush et al., 2015; Merrick, 1976). Es en esta etapa del ciclo celular cuándo 

se induce la producción de antibióticos. Se ha propuesto que el papel fisiológico de este proceso 

es proteger los nutrientes liberados durante la autolisis de partes del micelio vegetativo 

requerida para el desarrollo del micelio aéreo, y que pueden atraer a microorganismos 

competidores móviles presentes en el medio (Ait Barka et al., 2016; Rigali et al., 2008). 

 

Figura IN.4. Regulación del desarrollo y la diferenciación en Streptomyces. BldD-(c-di-GMP) actúa
como regulador maestro, bloqueando los programas de desarrollo del micelio aéreo y la
esporulación durante el crecimiento vegetativo. Los genes esenciales para el desarrollo del micelio
aéreo son denominados bld y controlan procesos como la producción de proteínas hidrofóbicas
(chp,rdl y SapB) requeridas para la emergencia de las hifas aéreas o el establecimiento de los sitios de
división (ssg). Los genes esenciales para el proceso de esporulación son denominados whi y controlan
procesos como la formación de los septos de esporulación (ftsZ) y la segregación cromosómica
(smeA-sffA). Figura adaptada de (Bush et al., 2015).
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La fase final del ciclo es la esporulación (Figura IN.3), un proceso complejo que requiere la 

coordinación de los programas de desarrollo y diferenciación, de la condensación y segregación 

cromosómicas, y del proceso de septación (Flärdh & Buttner, 2009). Durante esta etapa, en cada 

célula esporogénica se forman, de manera sincrónica y con una distribución uniforme a lo largo 

del compartimento, los septos de esporulación, que a diferencia de los septos vegetativos, sí 

suponen una separación física completa, y son clave en la formación y liberación de las esporas 

(Jakimowicz & van Wezel, 2012). Paralelamente a la septación, tiene lugar la condensación y 

segregación cromosómicas, de tal forma que en cada espora que se forma queda una única copia 

condensada del cromosoma (Jakimowicz & van Wezel, 2012). Finalmente, estas esporas 

maduran, y son liberadas al medio. Los genes requeridos para el proceso de esporulación son 

denominados whi, debido al fenotipo de color blanco (white) de sus mutantes, que son 

incapaces de producir esporas, de pigmentación grisácea (Figura IN.4) (Bush et al., 2015; Chater, 

1972; Hopwood et al., 1970.  

Crecimiento celular 

El proceso de crecimiento, tanto del micelio vegetativo como del micelio aéreo, tiene lugar 

gracias al complejo multiproteico denominado polarisoma, que está asociado a la maquinaria 

de biosíntesis de la pared celular (Howell & Brown, 2016). De las diferentes proteínas implicadas, 

es DivIVA la que juega el papel central, ya que es el determinante de la polaridad celular y actúa 

como factor de reclutamiento polar. El crecimiento apical que muestran las hifas de este 

organismo se debe, por tanto, a que la síntesis de la pared celular se produce exclusivamente 

en los ápices; durante el proceso de polimerización, el peptidoglicano se incorpora de forma 

flexible en el ápice, y va adquiriendo una estructura más rígida conforme se aleja del mismo, lo 

que genera una presión de turgencia que actúa como fuerza principal que dirige el crecimiento 

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

DivIVA también actúa como elemento central en el proceso de ramificación, ya que es capaz de 

definir nuevos ejes de polaridad en la pared lateral de la hifa, que constituirán los puntos de 

ramificación. Este proceso se debe a que, durante la extensión apical del micelio vegetativo, el 

polarisoma sufre escisiones de forma periódica; los fragmentos generados quedan asociados a 

la pared lateral de la hifa, y reclutan a más componentes del polarisoma hasta alcanzar un 

tamaño adecuado para iniciar el crecimiento apical de esta ramificación (Flärdh et al., 2012).  

El proceso de crecimiento es controlado a través de la fosforilación de DivIVA por la proteína 

quinasa AfsK (Flärdh et al., 2012). 
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División celular 

Existen dos eventos distintos de división celular a lo largo del ciclo vital de S. coelicolor: la 

septación vegetativa y la septación asociada a la esporulación. En ambos casos, la maquinaria 

básica, denominada divisoma, es la misma, aunque los mecanismos de control son 

notablemente diferentes. De las diferentes proteínas implicadas, es FtsZ la que juega el papel 

central; esta proteína, homóloga de la tubulina, polimeriza en protofilamentos que forman una 

estructura anular dinámica denominada anillo-Z, que define la zona de división y recluta al resto 

de elementos del divisoma, así como a la maquinaria de síntesis de la pared celular (Jakimowicz 

& van Wezel, 2012; McCormick, 2009).  

Ciclo vital en medio líquido 

El ciclo vital de S. coelicolor en medio líquido presenta una serie de diferencias con respecto al 

medio sólido, tanto a nivel metabólico como morfogénico, siendo la más destacable la 

incapacidad de esporular en estas condiciones (van Dissel et al., 2014). En medio líquido existe 

un proceso de desarrollo y diferenciación comparable al que se produce en medio sólido, ya que 

se expresan genes implicados en el desarrollo del micelio aéreo (bldN, bldM, chpC, chpD, ramS, 

etc.) y la esporulación (whiG, whiH, etc.), aunque no los responsables de las etapas finales del 

proceso de maduración de las esporas (whiE, rdlA, etc.) (Yagüe et al., 2014). El proceso de 

desarrollo también depende de un evento de PCD en las zonas interiores del micelio, que suele 

tener lugar en la transición entre el crecimiento exponencial y la fase estacionaria (Rioseras et 

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

En medio líquido, el micelio puede formar pequeños fragmentos, agregados y/o pellets (Figura 

IN.5) (van Dissel et al., 2014). El crecimiento del micelio da lugar a estructuras cada vez mayores, 

que pueden fragmentarse de forma estocástica como consecuencia del estrés hidromecánico al 

que están sometidas. Además, se pueden dar procesos de agregación, favorecidos por polímeros 

extracelulares que forman matrices, como por ejemplo, DNA extracelular (eDNA) o proteínas 

hidrofóbicas como las chaplinas (van Dissel et al., 2014). 
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IN.2.4 - Organización genómica de Streptomyces coelicolor 

A nivel genómico, las bacterias del género Streptomyces presentan un cromosoma lineal de un 

tamaño en torno a 6 - 12 Mbp, con aproximadamente un 70% de contenido en GC. Los 

cromosomas se estructuran en un núcleo central, relativamente conservado entre las distintas 

especies, donde se concentran los genes esenciales; así como unos brazos en los extremos, que 

suelen contener genes adaptativos, y que presentan una mayor inestabilidad genética, siendo 

recurrentes las reorganizaciones, deleciones, inserciones o duplicaciones (Kirby et al., 2012; van 

Bergeijk et al., 2020). 

S. coelicolor A3(2) presenta un cromosoma de 8,7 Mbp (72,2% de contenido en GC) y dos 

plásmidos: SCP1 (365 kbp) y SCP2 (31 kbp). En muchas ocasiones se utiliza la cepa S. coelicolor 

M145, derivada de la anterior, y que carece ambos plásmidos. El cromosoma de esta cepa 

(Figura IN.6) contiene 7825 genes según la anotación inicial (Bentley et al., 2002), y se divide en 

un núcleo central de 4,9 Mbp y dos brazos laterales: el izquierdo de 1,5 Mbp, y el derecho de 

2,3 Mbp. Destaca el gran número de potenciales reguladores (965 genes, de los cuales, 65 son 

factores sigma), transportadores (614 genes) y enzimas hidrolíticas extracelulares (86 genes); 

así mismo, se han identificado 18 BGC (Bentley et al., 2002).  

Crecimiento

Figura IN.5. Ciclo vital de Streptomyces coelicolor en medio líquido. Se muestra un esquema con las
distintas morfologías del micelio: fragmentos pequeños, agregados y pellets. Así mismo se muestran
fotografías al microscopio de un agregado y un pellet. La barra blanca en la esquina inferior izquierda
de las microfotografías se corresponde con 100 nm.
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El cromosoma de S. coelicolor se replica bidireccionalmente a partir del origen de replicación 

(oriC), gracias a la unión de la proteína iniciadora DnaA, que permite la apertura de la burbuja 

de replicación (Hopwood, 2006). Este proceso es regulado por AdpA, que compite con DnaA por 

la unión al oriC (Wolański et al., 2014). El cromosoma es lineal, por lo que presenta el problema 

de la terminación de la replicación (debido a la replicación discontinua, en las hebras retardadas 

se generan extremos salientes 3’ en las regiones terminales), que en este organismo es resuelto 

gracias a la presencia de proteínas Tpg u otros replicones que actúan como punto de inicio para 

la síntesis de DNA en los extremos (Hopwood, 2006). Además, las regiones terminales del 

cromosoma cuentan con unas secuencias cortas invertidas repetidas denominadas TIR, que 

actúan de forma similar a los telómeros (Bentley et al., 2002). 

 

Streptomyces
coelicolor

8.667.507 bp

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

Dada la importancia del género Streptomyces en la producción de antibióticos, S. coelicolor ha 

sido utilizado como organismo modelo para estudiar el proceso de síntesis y la regulación de su 

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

S. coelicolor produce varios antibióticos de forma endógena: la actinorrodina (ACT) (Rudd & 

Hopwood, 1979), la undecilprodigiosina (RED) (Feitelson et al., 1985), el antibiótico dependiente 

de calcio (CDA) (Hopwood & Wright, 1983) y la metilenomicina (MMY) (Wright & Hopwood, 

1976). Los BGC de estos compuestos se encuentran en el cromosoma, a excepción de la MMY, 

cuyo clúster se encuentra en el plásmido SCP1. Aunque muchas veces también se incluye la 

coelimicina (CPK), hay que tener en cuenta que la molécula con actividad antibiótica, CPK A, es 

muy inestable, y actúa como precursor de CPK P1 y CPK P2, que carecen de actividad antibiótica 

(Bednarz et al., 2019). 

Actinorrodina (ACT) 

ACT es un poliquétido aromático de la clase benzoisocromanequinona; en función del pH puede 

encontrarse en forma de sal, de color azul, o como γ-ACT, de color rojo (Figura IN.7), siendo esta 

última la que presenta mayor actividad antibiótica (Bystrykh et al., 1996; Nass et al., 2017). Este 

compuesto actúa contra bacterias Gram-Positivas y su mecanismo de acción consiste en disipar 

la fuerza protón-motriz de la membrana plasmática, lo que afecta al correcto funcionamiento 

de la cadena de transporte electrónico, dando lugar a la producción de especies reactivas de 

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

El BGC act (Figura IN.7) está constituido por 22 genes, SCO5071-92 (21,3 kbp) (Malpartida & 

Hopwood, 1986), y está controlado principalmente por el CSR ActII-ORF4. La expresión del 

mismo está controlada a su vez por multitud de reguladores: AdpA, LexA, AbsA2, DasR, AfsQ1, 

AbrC3, AtrA, ROK7B7 o GlnR, por mencionar algunos; que le permiten integrar señales de 

procesos muy variados, como el estado de desarrollo, la disponibilidad de nutrientes en el medio 

o daño en el DNA (Liu et al., 2013; van Wezel & McDowall, 2011). Además, el gen actII-ORF4 

contiene el codón raro TTA, por lo que su traducción depende del tRNA BldA, asociado al 

desarrollo del micelio aéreo, lo que supone otro mecanismo adicional para la integración de la 

morfogénesis con la producción de este antibiótico (Fernández-Moreno et al., 1992). 

Para evitar la acumulación de ACT en el interior celular, la expresión de su sistema de 

exportación ActAB (actII-ORF2, actII-ORF3) es controlada por el regulador ActR (actII-ORF1), 
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cuya acción es modulada por intermediarios de la ruta de síntesis (Tahlan et al., 2008; Xu et al., 

2012). Además, el gen actA contienen el codón TTA, por lo que su traducción también depende 

del tRNA BldA. 

 

Undecilprodigiosina (RED) 

RED es un tripirrol (Figura IN.8) que se caracteriza por su pigmentación roja. Este compuesto 

presenta actividad antibiótica, aunque su mecanismo de acción no está claro; adicionalmente 

se ha observado que también presenta actividad antifúngica, antimalárica e incluso, antitumoral 

(Stankovic et al., 2014). Existe cierta controversia en cuanto al papel fisiológico de RED; algunos 

autores defienden su función antibiótica como arma para competir contra otros organismos, 

mientras que otros han propuesto su implicación en procesos de comunicación y de protección 

contra radiación ultravioleta y daño oxidativo (Stankovic et al., 2014). 

El BGC red (Figura IN.8) está constituido por 21 genes, SCO5877-97 (61,6 kbp) (Cerdeño et al., 

2001), y presenta dos CSR: RedZ y RedD. El primero es un Regulador de Respuesta huérfano 

atípico, que controla la expresión de redD, que a su vez induce la expresión de los genes 

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

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

Nodwell, 2007), DasR (Rigali et al., 2008) o AfsQ1 (Wang et al., 2013) entre otros, por lo que la 

Figura IN.7. Estructura de la actinorrodina y clúster act.
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producción de RED depende del estado fisiológico del organismo así como de las condiciones 

del medio. Además, el gen redZ contiene el codón TTA, por lo que su traducción depende del 

tRNA BldA, lo que integra la morfogénesis con la producción de este antibiótico (White & Bibb, 

1997). Finalmente, cabe destacar que la actividad de RedZ es regulada por la propia molécula 

de RED, lo que establece un bucle de retroalimentación negativo que asocia la expresión del 

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

 

Antibiótico Dependiente de Calcio (CDA) 

CDA es un lipopéptido (Figura IN.9). No se ha determinado el mecanismo de acción de este 

antibiótico, aunque seguramente sea activo contra la membrana plasmática, de forma similar a 

otros antibióticos lipopeptídicos (Hojati et al., 2002). 

El BGC cda (Figura IN.9) está constituido por 40 genes, SCO3210-49 (82,9 kbp) (Hojati et al., 

2002), y está controlado principalmente por el CSR CdaR. Además, el clúster contiene otro 

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

La regulación de este BGC no está tan caracterizada como el resto, aunque sí se ha descrito que 

la expresión de CdaR está controlada por múltiples reguladores como AfsQ1 (Wang et al., 2013), 

AbsA2 (McKenzie & Nodwell, 2007) u OhkA (Lu et al., 2011) entre otros, por lo que la producción 

de CDA depende del estado fisiológico del organismo así como de las condiciones del medio. 
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Metilenomicina (MMY) 

MMY es una ciclopentanona (Figura IN.10). El mecanismo de acción este antibiótico aún no está 

claro, aunque parece estar relacionado con la inhibición de la síntesis de la pared celular en 

bacterias Gram-Positivas (Idowu, 2017). 

El BGC mmy-mmf (Figura IN.10) se encuentra en el plásmido SCP1 y está constituido por 17 

genes, SCP1.230-246 (18,1 kbp). Este clúster está regulado por una mezcla de furanos 

(sintetizados por mmfPHL, incluidos en el clúster) (Corre et al., 2008), los represores MmyR y 

MmfR, y el activador MmyB (O’Rourke et al., 2009). MmyR y MmfR forman un complejo que 

regula a mmfLHP, mmrR y mmyB, y a su vez es controlado por los niveles de la mezcla de furanos. 

MmyB es el encargado de activar los genes biosintéticos para dar lugar a MMY (O’Rourke et al., 

2009). Además, los genes mmyB y mmfL contienen el codón TTA, por lo que su traducción 

depende del tRNA BldA, lo que integra la morfogénesis con la producción de este antibiótico. 

Este BGC contiene un sistema de exportación, mmr, que actúa también como mecanismo de 

resistencia. Es regulado negativamente por MmyJ, cuya acción es modulada por intermediarios 

de la ruta de síntesis, lo que evita la acumulación de MMY en el interior celular (Liu et al., 2013). 

 

 

Figura IN.9. Estructura del antibiótico dependiente de calcio y clúster cda.

  

 

 

 
 

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  

  

  

 

 
 

 

   

  

  

 

  
 

  
 

   

   

Antibiótico 
Dependiente de Calcio

cdaR absA1 cdaPS1

absA2

cdaPS2 cdaPS3

cda

BGC Antibiótico Dep. Calcio
(82,9 kbp)

TransportadoresEnzimas

Función desconocidaReguladores



INTRODUCCIÓN 

22 

 

Integración de la producción de antibióticos con los procesos de crecimiento y desarrollo 

La producción de antibióticos en S. coelicolor se suele iniciar con el desarrollo del micelio aéreo. 

Para ello, existen varios mecanismos que permiten integrar el estado de crecimiento y 

morfogénesis del organismo con la activación de la síntesis de estos compuestos (Liu et al., 2013; 

van Wezel & McDowall, 2011).  

Uno de los mecanismos consiste en el control de la traducción de los reguladores CSR y otros 

genes clave de los BGC. Como se ha comentado previamente, los genes actII-ORF4, redZ, mmyB 

y mmfL contienen el codón raro TTA  (Fernández-Moreno et al., 1992; White & Bibb, 1997), cuyo 

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

Otro de los mecanismos está relacionado con el proceso de PCD que tiene lugar al inicio del 

desarrollo del micelio aéreo. Durante el proceso autolítico, la degradación de la pared celular da 

lugar a la liberación de N-Acetil-Glucosamina (GlcNAc), que es reincorporada al interior celular 

a través del sistema fosfotransferasa (PTS) (Nothaft et al., 2010); el derivado fosforilado que se 

genera actúa como efector alostérico del regulador global DasR, que entre otros procesos, 

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

El proceso de crecimiento celular también está relacionado con la producción de antibióticos a 

través de la serina/treonina quinasa AfsK. Esta proteína controla por fosforilación la actividad 

de AfsR, regulador positivo de la producción de antibióticos (ACT y RED) (Floriano & Bibb, 1996), 

así como a DivIVA, determinante del crecimiento polar (Hempel et al., 2012). 

Figura IN.10. Estructura de la metilenomicina y clúster mmf-mmy. También se incluye la estructura
del metoximetilfurfural, compuesto de la familia de los furanos que actúa como regulador de la ruta
de síntesis de este compuesto.

   

 

  

 

 

 

  

Metilenomicina Metoximetilfurfural

BGC Metilenomicina
(19,3 kbp)

TransportadoresEnzimas

Función desconocidaReguladores

mmy

Q

E

D

X

C

A

P

K

mmr

J

G

O

T

R

L

H

P

F

Y

B R

mmf mmy



INTRODUCCIÓN 

23 

Al margen de estos mecanismos, se ha descrito la implicación de otras muchas proteínas 

asociadas al proceso de desarrollo, como BldB, WhiJ, WblA o AdpA, con la regulación de la 

producción de antibióticos en este organismo (Liu et al., 2013). 

Integración de la producción de antibióticos con el metabolismo primario 

La disponibilidad de nutrientes es un factor crítico que dirige el comportamiento de los 

organismos y afecta a todos los procesos celulares, inclusive la producción de antibióticos. Este 

control está mediado principalmente por los reguladores centrales del metabolismo del fosfato 

y del nitrógeno, PhoR/P y GlnR, respectivamente (Martín et al., 2011), aunque también 

intervienen otros sistemas de regulación como DraK/R, AfsQ1/Q2 o NdgR (Shu et al., 2009; Yang 

et al., 2009; Yu et al., 2012). En el caso del metabolismo del carbono, la síntesis de antibióticos 

está modulada por el mecanismo de Represión Catabólica por Carbono, a través de la enzima 

glucosa quinasa GlkA (Gubbens et al., 2012) y el represor del operón xilosa (Rok7B7) (Światek et 

al., 2013), entre otros. 

Otra molécula señalizadora clave en los procesos nutricionales es la guanosina tetrafosfato, 

ppGpp, que en S. coelicolor es sintetizada por RelA en respuesta a la limitación de la 

disponibilidad de aminoácidos. Se ha descrito que la acumulación de ppGpp, entre otros efectos, 

incrementa la producción de ACT y RED (Chakraburtty & Bibb, 1997; Hesketh et al., 2007). 

Otros mecanismos de regulación 

Al margen de los sistemas de regulación vistos hasta ahora, se han descrito otros muchos 

ejemplos como LexA, regulador global de la respuesta a daño en el DNA. Mención especial 

requieren los Sistemas de Dos Componentes, que constituyen uno de los principales sistemas 

de transducción de señales en bacterias, y suelen actuar como reguladores pleiotrópicos, 

integrando y coordinando diferentes procesos celulares. Algunos de estos sistemas ya se han 

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

Aunque la regulación mediante factores transcripcionales ha sido la más estudiada, existen otros 

muchos mecanismos celulares que permiten modular la activación de los BGC, y por ende, la 

síntesis de antibióticos. Algunas de estas estrategias alternativas son la topología de la 

cromatina, la maquinaria de degradación proteica, las moléculas similares a hormonas y los 

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

Percibir el mundo que le rodea y ser capaz de adaptarse a él es esencial para cualquier 

organismo. Los seres vivos están expuestos a multitud de señales, tanto ambientales como 

internas, que deben ser capaces de detectar, integrar y procesar para responder de forma 

adecuada. Existen numerosos mecanismos y sistemas de transducción de señales que llevan a 

cabo esta función, y en el caso de los organismos procariotas, los predominantes son los 

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

Los TCS actúan como sistemas de regulación globales, capaces de detectar estímulos externos e 

internos, y desencadenar respuestas celulares. Están implicados en todos los procesos del 

organismo, desde el crecimiento hasta la comunicación intercelular, pasando por los diferentes 

procesos metabólicos y la respuesta a distintos tipos de estrés. Generalmente actúan como 

reguladores pleiotrópicos, coordinando varios procesos biológicos para mantener la 

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

Como su propio nombre indica, los TCS suelen estar formados por dos componentes: un 

elemento sensor, denominado Histidina Quinasa (HK), encargado de la percepción de 

determinadas señales; y un elemento efector, denominado Regulador de Respuesta (RR), 

encargado de generar una respuesta celular a dichas señales. De forma general, la cascada de 

señalización se inicia con la percepción de una señal específica por la HK, lo que da lugar a su 

activación y autofosforilación en un residuo de histidina; posteriormente, el grupo fosforilo es 

transferido a un residuo de aspartato del RR, lo que produce su activación, y permite que lleve 

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

Una de las características más definitorias de estos sistemas es su diseño modular, no solo en 

cuanto a la existencia de varios componentes en la cascada de transducción (HK y RR), sino 

también en relación a la arquitectura de dichos componentes, que presentan varios dominios 

con un plegamiento independiente y especializados en funciones concretas en las diferentes 

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

Los TCS también están presentes en algunos organismos eucariotas, como hongos y plantas, 

aunque constituyen un sistema de regulación minoritario; es importante destacar que están 

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

La mayor parte de las HK suelen encontrarse embebidas en la membrana plasmática y formando 

homodímeros, aunque también se han descrito HK completamente citosólicas. La arquitectura 

canónica de una HK consiste en un dominio sensor, un dominio transmembrana, un dominio 

transmisor, un dominio de dimerización / fosfotransferencia (DHp), y un dominio de unión a ATP 

con actividad quinasa (CA) (Figura IN.11). Estos dos últimos dominios constituyen el núcleo 

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

El dominio sensor suele ser extracitoplasmático, ya que la mayoría de HK detectan señales 

externas. Sin embargo, también se han descrito HK capaces de detectar señales a nivel de la 

membrana, así como señales internas, por lo que en estos casos el dominio sensor se 

encontraría en la región transmembrana u orientado hacia el citosol, respectivamente (Krell et 

al., 2010). La variedad de estímulos, tanto físicos como químicos, que pueden detectar las HK es 

enorme: temperatura, luz, concentración de oxígeno, diferentes tipos de nutrientes, 

antibióticos, etc. (Krell et al., 2010; Tierney & Rather, 2019). Ésta es una de las razones por la 

que la identidad de la señal de activación de la mayor parte de los TCS descritos aún se 

desconoce. Existe poca conservación a nivel de secuencia en el dominio sensor entre las distintas 

HK, aunque los dominios tipo PAS son los más abundantes (Zschiedrich et al., 2016). En algunos 

TCS, la señal es percibida a través de proteínas accesorias, que posteriormente transmiten la 

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

La región transmembrana, compuesta por un número variables de α-hélices, presenta un papel 

estructural, aunque también se encarga de transmitir la señal percibida por el dominio sensor al 

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

Tras la región transmembrana puede haber un dominio adicional de transmisión de la señal, 

ubicado en la parte citosólica, aunque no está siempre presente. El dominio transmisor más 

habitual es el dominio HAMP (presente en un tercio de las HK), que se organiza formando dos 

α-hélices (Jacob-Dubuisson et al., 2018; Zschiedrich et al., 2016). Otros dominios destacados son 

STAC, PAS y GAF; estos dos últimos, además de transmitir la señal, también permiten integrar 

señales citoplasmáticas adicionales (Jacob-Dubuisson et al., 2018; Krell et al., 2010; Zschiedrich 

et al., 2016).  
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Dominio Sensor

Dominio Transmisor
(HAMP)

Membrana 
Plasmática

Dominio CA

Dominio DHp

A

Figura IN.11. Arquitectura de las Histidina Quinasas. [A] Estructura de un homodímero de HK (PDB:
5JEQ, 2C2A); se indican los diferentes dominios estructurales / funcionales. [B] Dominios DHp (PDB:
2C2A) en el homodímero (el dominio de cada protómero se indica de un color distinto). Se muestra
la estructura del residuo de histidina en su estado fosforilado. [C] Dominios DHp y CA de una HK
(PDB: 2C2A). Se muestra la molécula de ATP unida al dominio CA.

B C

His

 

 
 

 

 

 

  

 

  

   

Dominio DHp

Dominio CA

ATP

Homodímero HK

Dominio 
Sensor

Dominio 
Transmisor

Dominio DHp

Dominio CA

H H

Homodímero HK

Protómero 1

Protómero 2

H = Histidina (His)



INTRODUCCIÓN 

27 

El dominio DHp presenta las funciones de dimerización y fosfotransferencia, y contiene el 

motivo denominado H-Box, donde está ubicado el residuo de histidina que es fosforilado en el 

proceso de activación de la HK, y a partir del cual se produce la fosfotransferencia para la 

activación del RR (por tanto, éste es el dominio que interacciona directamente con el RR) 

(Buschiazzo & Trajtenberg, 2019). Es importante destacar que, aunque este dominio es el que 

dirige la formación de homodímeros de la HK, en la interacción entre ambos protómeros 

también intervienen residuos de otros dominios, como la región transmembrana o el dominio 

HAMP (Jacob-Dubuisson et al., 2018). A nivel estructural, este dominio está formado por dos α-

hélices que forman una horquilla (el residuo de histidina se encuentra siempre en la primera α-

hélice) (Figura IN.11) (Buschiazzo & Trajtenberg, 2019; Zschiedrich et al., 2016). Se han descrito 

cuatro subtipos de este dominio: HisKA, HisKA2 HisKA3 y HWE-HK. 

El dominio CA es capaz de unir moléculas de ATP y tiene actividad quinasa. La unión del ATP se 

produce a través de una serie de motivos conservados: N-Box, G1-Box, F-Box, G2-Box y G3-Box 

(Wang, 2012). El grupo γ-fosfato de este ATP es el utilizado para la fosforilación del residuo de 

histidina del dominio DHp (Zschiedrich et al., 2016). A nivel estructural, este dominio se 

encuentra muy conservado, y presenta una forma globular con un β-lámina en uno de los lados 

y 3 α-hélices en el otro, donde se encuentra el sitio de unión al ATP (Figura IN.11) (Zschiedrich 

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

Aunque la mayoría de las HK en procariotas 

presentan la arquitectura clásica indicada, 

existe otro grupo de Histidinas Quinasas 

híbridas (hHK) (Figura IN.12) (Jacob-Dubuisson 

et al., 2018; Krell et al., 2010). Se caracterizan 

por la presencia de dominios adicionales REC, 

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

fosfotransferencia en la propia proteína. Los 

dominios REC, normalmente presentes en los 

RR, presentan un residuo de aspartato 

fosforilable, mientras que los dominios HPt 

presentan un residuo de histidina fosforilable, aunque a diferencia de los DHp, no presentan 

función de dimerización. Dentro de las hHK se han descrito diferentes tipos de arquitecturas, 

aunque el proceso de fosfotransferencia siempre tienen lugar siguiendo el esquema His → Asp 

→ His → Asp (Figura IN.13) (Jacob-Dubuisson et al., 2018; Krell et al., 2010).  

Figura IN.12. Clasificación de las Histidina
Quinasas. Distribución de las HK en función de
su arquitectura de dominios. Datos obtenidos
de la base de datos P2CS.
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33.263 HK
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IN.3.2 - Histidina Quinasas quiméricas 

Las Histidina Quinasas quiméricas (qHK) son proteínas formadas por la fusión de dominios de 

dos HK distintas, para generar una nueva HK que es capaz de responder a los estímulos de una 

de las HK pero que presenta el mecanismo de traducción citosólico de la otra HK (incluyendo su 

RR asociado así como sus dianas). La principal aplicación biotecnológica para la que se han 

diseñado y generado las qHK ha sido la construcción de biosensores (Ganesh et al., 2019; Lazar 

& Tabor, 2021). 

La construcción de qHK no es algo nuevo, de hecho la primera proteína quimérica de este tipo 

fue generada por Alexandra Krikos y colaboradores en 1985 (Krikos et al., 1985), que ya habían 

hecho hincapié unos años antes en el diseño modular a nivel estructura y funcional de las HK 

(Krikos et al., 1983). Desde entonces, tal y como se muestra en la Figura IN.14, otras muchas 

qHK funcionales han sido construidas con éxito. 
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Figura IN.13. Posibles arquitecturas de las Histidina Quinasas híbridas. Se muestran diferentes
configuraciones de dominios posibles en Histidina Quinasas híbridas; así mismo, se indican las
diferentes etapas de fosfotransferencia en cada caso.
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CcaS [Np] ArcB [Ec]

(Hori et al., 2017)

REC

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

LEYENDA ORGANISMOS:

[Bj] Bradyrhizobium japonicum
[Bs] Bacillus subtilis
[Cc] Caulobacter crescentus
[Ec] Escherichia coli
[Kp] Klebsiella pneumoniae
[Me] Methylobacterium extorquens
[Mo] Methylobacterium organophilum
[Np] Nostoc punctiforme
[Pa] Pectobacterium atroscepticum
[Pd] Paracoccus denitrificans
[Pp] Pseudomonas putida
[Ss] Synechocystis sp.
[Va] Vibrio anguillarum
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Se han seguido diferentes estrategias respecto al diseño y construcción de las qHK. En la mayoría 

de los casos se han fusionado los dominios sensor-transmisor de una HK (incluyendo las regiones 

transmembrana), con los dominios catalíticos citosólicos de la otra HK. Sin embargo, también se 

han seguido otros diseños, como incluir solo el dominio sensor extracelular de una de las HK (Bi 

et al., 2016), o incluir el dominio sensor extracelular y las regiones transmembrana de una de 

las HK y los dominios transmisor y catalíticos de la otra HK (Appleman et al., 2003; Bi et al., 2016; 

Zhu & Inouye, 2003). Además, se han generado varias qHK a partir de HK procedentes de 

distintos organismos (que pueden pertenecer incluso a filos distintos) (Bi et al., 2016; Ganesh et 

al., 2017; Hori et al., 2017; Inaba et al., 2018; Levskaya et al., 2005; Möglich et al., 2009; 

Ravikumar et al., 2015; Selvamani et al., 2017, 2020; C. Zhang et al., 2022).  

IN.3.3 - Arquitectura de los Reguladores de Respuesta 

Los RR son proteínas citosólicas y presentan una estructura mucho más simple que las HK, ya 

que solo muestran dos dominios: un dominio receptor (REC) y un dominio efector (Figura IN.15) 

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

El dominio REC está presente en todos los RR y contiene el residuo de aspartato que es 

fosforilado mediante fosfotransferencia por la HK, proceso que da lugar a la activación de esta 

proteína. Este dominio también es el encargado de dirigir los procesos de oligomerización del 

RR que tienen lugar tras su activación (normalmente se forman homodímeros) (Wang, 2012; 

Zschiedrich et al., 2016). El dominio REC presenta una elevada conservación a nivel estructural, 

con un plegamiento (βα)5; la estructura consiste en una β-lámina central con las α-hélices a 

ambos lados (Figura IN.15) (Wang, 2012; Zschiedrich et al., 2016). El sitio de fosforilación está 

definido por una serie de residuos clave muy conservados, salvo en los RR atípicos que presentan 

mecanismos alternativos a la activación por fosforilación canónica (Beier, 2012). 

El dominio efector suele ser mucho más variable que el dominio REC, e incluso está ausente en 

algunos RR (Galperin, 2006). Su función es generar respuestas celulares específicas cuando se 

produce la activación del RR por la HK, y generalmente actúa como un factor transcripcional 

modulando la expresión génica. Sin embargo, aunque la mayoría de los dominios efectores son 

dominios de unión a DNA, también se han identificado dominios de unión a RNA, dominios de 

unión a proteínas y dominios con actividad enzimática (Figura IN.15) (Galperin, 2006, 2010). Los 

más abundantes son los dominios de unión a DNA de las familias NarL y OmpR, que presentan 

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

Las HK y RR habitualmente se encuentran formando parejas a nivel funcional; es decir, cada HK 

suele estar asociada a un RR en particular. De hecho, los genes que codifican estas parejas HK-

RR suelen estar juntos también a nivel genómico, formando parte del mismo operón (Groisman, 

2016) 

La interacción entre una HK y su RR asociado es muy específica, lo cual es clave para un correcto 

funcionamiento celular, ya que en determinados momentos puede haber multitud de TCS 

actuando de forma simultánea (Buschiazzo & Trajtenberg, 2019; Jacob-Dubuisson et al., 2018). 

El código de especificidad depende de un set de aminoácidos presentes principalmente en el 

dominio DHp de la HK y en el dominio REC del RR, a través de los cuales se produce la interacción 

entre las dos proteínas para el proceso de fosfotransferencia, aunque también intervienen 

residuos adicionales del dominio CA de la HK (Buschiazzo & Trajtenberg, 2019; Jacob-Dubuisson 

et al., 2018). Es importante destacar que, aunque la HK suele estar presente como homodímero, 

el RR solo interacciona con el protómero con el que tiene lugar la fosfotransferencia (Jacob-

Dubuisson et al., 2018).  

Este reconocimiento a nivel molecular dado por las interacciones entre los residuos de una HK 

y su RR asociado establece una preferencia cinética entre ambas proteínas, lo que previene las 

interacciones inespecíficas con otras HK y RR (Laub & Goulian, 2007; Rowland & Deeds, 2014). 

Adicionalmente, pueden existir otros mecanismos que ayuden a establecer la especificidad HK-

RR, como la localización espacial y temporal de ambas proteínas. Aunque se han descrito 

eventos de comunicación cruzada (cross-talk) entre distintos TCS, estas interacciones 

inespecíficas entre HK y RR solo se han observado tras la introducción de perturbaciones 

genéticas, como la eliminación o sobreexpresión de uno de los componentes, por lo que no 

parecen ser relevantes a nivel fisiológico, más allá de un mecanismo compensatorio para hacer 

frente a mutaciones o defectos en rutas importantes de señalización (Krell et al., 2010; Laub & 

Goulian, 2007). 

Aunque lo habitual son las parejas HK-RR, no es extraño observar en los genomas bacterianos la 

presencia de HK huérfanas (oHK) y RR huérfanos (oRR), en los que no existe una pareja asociada 

a nivel genómico, lo cual no quiere decir que a nivel funcional carezcan de ella (Beier, 2012). Las 

oHK y oRR pueden encontrarse asociadas funcionalmente entre sí (Li, Zhao, et al., 2020; Zheng 

et al., 2021) o intervenir en las cascadas de señalización de un TCS, como otro componente más 

de la ruta de transducción (Wang, Shu, et al., 2009). La predicción de las parejas funcionales de 
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estas oHK y oRR constituye aún un serio obstáculo, a pesar de los esfuerzos realizados con los 

algoritmos de predicción de interacciones proteína-proteína. 

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

En un TCS canónico, el mecanismo de acción molecular presenta las siguientes etapas (Figura 

IN.16) (Buschiazzo & Trajtenberg, 2019; Jacob-Dubuisson et al., 2018; Krell et al., 2010; 

Zschiedrich et al., 2016): 

1. La señal de activación es percibida por el dominio sensor de la HK, lo que da lugar a una 

serie de cambios conformacionales que son transmitidos a lo largo de la estructura de la 

HK, a través de la región transmembrana y del dominio transmisor, hasta alcanzar los 

dominios DHp y CA. 

2. Los dominios DHp y CA adquieren un estado conformacional que favorece la función 

autoquinasa de la HK. En este estado, el dominio CA une una molécula de ATP y transfiere 

el γ-fosforilo a un residuo de histidina del dominio DHp. Las HK suelen encontrarse 

formando homodímeros, y el proceso de fosforilación se puede producir en cis (el dominio 

CA fosforila el dominio DHp de la misma cadena peptídica) o en trans (el dominio CA 

fosforila el dominio DHp presente en el otro protómero). El que tenga lugar un tipo u otro 

depende del plegamiento y posición relativa de las α-hélices que constituyen el dominio 

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

3. Una vez fosforilado el residuo de histidina de la HK, se produce otra reorganización de los 

dominios DHp y CA, hasta adquirir un estado conformacional que favorece la función de 

fosfotransferencia, en la cual el dominio CA debe desplazarse para permitir la unión del 

RR al dominio DHp. En este estado, al tener lugar la interacción de las proteínas HK y RR, 

se produce la transferencia del grupo fosforilo desde el residuo de histidina del dominio 

DHp de la HK al residuo de aspartato del dominio REC del RR. La unión entre ambas 

proteínas es muy transitoria. 

Las reacciones de autofosforilación y fosfotransferencia se van alternando en los 

protómeros que forman los homodímeros de HK, lo que aumenta la eficiencia del proceso. 

4. La fosforilación del dominio REC del RR, induce una serie de cambios conformacionales 

en dicha proteína, que normalmente implican la separación del dominio REC y del dominio 

efector. Estos cambios estructurales permiten la oligomerización del RR a través del 

dominio REC (normalmente se forman homodímeros). 
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5. El RR en su estado activo desencadena una respuesta celular, que suele producirse a 

través de la modulación de la expresión génica, ya que los RR suelen actuar como factores 

transcripcionales. 

6. Una vez generada la respuesta celular tras el proceso de transducción de la señal, es 

necesario “apagar” la cascada de señalización, lo que supone la desfosforilación del RR. 

Este proceso suele ser catalizado por la propia HK, que adquiere un estado 

conformacional que favorece la función fosfatasa de esta proteína.  

 

ADP

Autofosforilación HK

D

HH H P

D

ATP
HH HP D P

Fosfotransferencia HK-RR

D PDP

A

B

Dominios
DHp

Figura IN.16. Mecanismo molecular de acción de los Sistemas de Dos Componentes. [A] Etapas del
mecanismo molecular de transducción de señales de los TCS. [B] Modos de autofosforilación de los
dímeros de HK. Cada protómero muestra un color distinto (naranja y gris), y se muestra una
representación esquemática de las α-hélices que forman el dominio DHp y del dominio CA.
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Este mecanismo de transducción de señales es posible gracias al diseño modular y plasticidad 

estructural de las HK y RR. La HK presenta tres estados funcionales: autoquinasa, 

fosfotransferasa y fosfatasa, que dependen de la presencia de la señal de activación, y en los 

que la movilidad del dominio CA con respecto al dominio DHp resulta esencial (Buschiazzo & 

Trajtenberg, 2019; Jacob-Dubuisson et al., 2018; Zschiedrich et al., 2016). El RR, por su parte, 

presenta dos estados que dependen de su fosforilación: uno más compacto cuando el RR se 

encuentra inactivo (no fosforilado), y otro en el que los dominios se encuentran disociados entre 

sí y puede tener lugar la oligomerización del RR y la generación de la respuesta celular (estado 

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

IN.3.6 - Modulación de la cascada de señalización 

Los TCS están implicados en la regulación y coordinación de multitud de procesos biológicos. 

Estas cascadas de señalización deben responder de forma dinámica, por lo que existen 

diferentes mecanismos de modulación: control de los niveles de expresión de la HK y del RR, 

modificación del estado de fosforilación del RR, regulación cruzada de TCS, cascadas de 

señalización no lineales, y regulación del TCS por retroalimentación de sus dianas (Groisman, 

2016). Todos estos mecanismos modulan la cantidad de RR fosforilado, que es lo que define el 

nivel de activación de un determinado TCS.  

Control transcripcional del TCS 

Los niveles de HK y RR de un TCS que se están expresando en cada momento constituyen un 

factor crítico en el funcionamiento de la ruta de señalización. Aquí cobra especial importancia 

que en la mayoría de TCS, los genes de la HK y del RR asociados se encuentran codificados por 

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

Los TCS cuentan con un promotor constitutivo que permite un nivel basal de expresión, 

necesario para que haya suficientes HK para detectar la aparición de la seña de activación y RR 

para iniciar la respuesta (Groisman, 2016). Además, muchos TCS tienen un promotor 

autorregulado, que permite establecer un mecanismo de control por retroalimentación positivo 

o negativo (Aínsa et al., 1999; Lewis et al., 2019; Rico, Yepes, et al., 2014; White & Bibb, 1997; 

Yu et al., 2012). La presencia de diferentes niveles de RR, junto con la existencia de promotores 

de distinta afinidad en sus genes diana, permite establecer diferentes tipos de respuestas 

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

Los RR normalmente son fosforilados por sus HK asociadas, aunque algunos pueden catalizar su 

propia fosforilación a partir de pequeños compuestos fosforilados de alta energía, como el 

acetilfosfato, el carbamoilfosfato o el fosforamidato, cuyos niveles son muy sensibles al estado 

metabólico de la célula (Hutchings, Hong, & Buttner, 2006; Laub & Goulian, 2007). Sin embargo, 

en los TCS en los que se ha observado esta fosforilación espontánea del RR, la activación 

indebida de la cascada de señalización en ausencia de estímulo es controlada por la actividad 

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

La desfosforilación de los RR es un proceso crítico, no solo para prevenir una activación indebida 

de la cascada de señalización, sino también para modular el grado de activación del RR y 

“apagar” la cascada de señalización cuando ya se haya generado la respuesta celular requerida 

(Groisman, 2016; Zschiedrich et al., 2016). Aunque generalmente es la HK asociada a dicho RR 

la que presenta actividad fosfatasa y cataliza esta reacción, también se ha descrito la 

desfosforilación por hidrólisis espontáneas, así como por otras fosfatasas distintas a la HK, que 

pueden pertenecer a las familias CheC/CheX/FliY, CheZ, Rap y Spo0E (Zschiedrich et al., 2016). 

Regulación cruzada y cascadas de señalización no lineales 

Las cascadas de señalización de los TCS pueden estar interconectadas a través de eventos de 

regulación cruzada (Laub & Goulian, 2007). Los niveles de expresión o las actividades 

bioquímicas de un TCS pueden ser reguladas por otro TCS, o por la diana de otro TCS. También 

hay que tener en cuenta que varios TCS pueden compartir las dianas que regulan. Todos estos 

eventos parecen estar asociados a mecanismos de integración de señales que dan lugar a 

complejas redes de regulación (Rodríguez-García et al., 2009; Santos-Beneit et al., 2012; Sola-

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

Aunque la mayoría de TCS en procariotas tienen cascadas de señalización lineales en los que una 

HK está asociada a un único RR, se han descrito rutas convergentes y divergentes. En las rutas 

convergentes varias HK activan a un mismo RR, por ejemplo LuxN, LuxQ y CqsS se activan en 

diferentes condiciones, pero todos regulan a LuxR en Vibrio harveyi (Henke & Bassler, 2004). En 

las rutas divergentes una misma HK controla a varios RR, por ejemplo CheA, que fosforila a CheY 

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

Otro mecanismo de retroalimentación es el ejercido por algunas de las dianas controladas por 

el propio TCS (Fernández-Martínez et al., 2009; Groisman, 2016; Martín-Martín et al., 2017; 

Wang, Tian, et al., 2009). Se han descrito múltiples mecanismos: modificación del acceso a la 

señal por la HK, modificación de las actividades bioquímicas de la HK, modificación de los niveles 

del RR y modificación de la actividad del RR. Todos ellos permiten asociar los niveles de 

activación de la ruta de señalización del TCS a la propia respuesta que está desencadenando. 

Otros mecanismos de modulación 

Aunque la mayoría de HK y RR presentan todos los dominios y actividades que se han ido 

indicando para permitir una transducción de señales completa, se han descrito casos de 

pseudoenzimas, como HK que carecen de actividad quinasa o fosfatasa, HK que no presentan 

dominio sensor o RR carentes de residuo de aspartato fosforilable (Collins & Childers, 2021). 

Estos casos muestran mecanismos alternativos de regulación, aunque su presencia es 

minoritaria. 

IN.3.7 - Sistemas de Dos Componentes en Streptomyces coelicolor 

Según las bases de datos P2CS (Ortet et al., 2015) y P2RP (Barakat et al., 2013) S. coelicolor 

presenta 110 HK y 87 RR. Estas proteínas se organizan en 66 parejas HK-RR y 2 tríadas (una de 

ellas con 2 HK y 1 RR; y la otra con 1 HK y 2RR), es decir, 68 TCS completos. Las proteínas 

restantes quedarían como sistemas huérfanos: 41 oHK y 18 oRR. El listado completo se incluye 

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

Se han descrito y estudiado 25 TCS completos, 5 oHK y 10 oRR, lo que representa 

aproximadamente un tercio del total. Estos sistemas están implicados en todos sus procesos 

celulares, como el metabolismo primario, la morfogénesis o la respuesta a diferentes tipos de 

estreses; además se ha podido observar que la mayoría de ellos participan en la regulación de 

la producción antibióticos, ya sea de forma directa mediante el control de los CSR o incluso la 

regulación de los propios genes del BGC, o de forma indirecta (Figura IN.17). A continuación se 

comentará el papel que cumplen cada uno de ellos (se han organizado por orden alfabético). 
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de Dos Componentes.

AbrA1 AbrA2 RED CDAACT

ACT

ACT

ACT

ACT

ACT

ACT

ACT

ACT

ACT

ACT

ACT

ACT

ACT

ACT

ACT

HK RR Antibióticos HK RR Antibióticos

AbrC1

AbrC2

AbrC3 RED CDAACT

AbsA1 AbsA2 RED CDA

AfsQ1 AfsQ2 RED CDAACT

ACT? Aor1* RED CDA

CseC CseB

CutS CutR

CvnA9* ?

CvnA10* ?

DraK DraR

EcrA1 EcrA2 RED

EcrE1 EcrE2 RED

RED

GlnR*

RED

GluK GluR

GluK GluR

RED

OhkA* Orra* RED CDA

OsaA OsaB RED

OsdR
(DevR)

SCO3818*

OsdK
(DevK)

PdtaS* PdtaR* RED

ACT

PhoR PhoP

RED CDA

(El modo de regulación depende
de las condiciones)

RapA2 RapA1

RedZ*ª RED

? SCO5351* CDA

SCO5784 SCO5785 RED

ACT

Activación Represión

RED

CDA

Actinorrodina

Undecilprodigiosina

Antibiótico Dep. Calcio

(*) HK y RR huérfanos
(ª) RR atípicos

?



INTRODUCCIÓN 

39 

• AbrA1/A2 (SCO1744/45). Este sistema es un regulador negativo de la producción de 

antibióticos (ACT, RED y CDA) y de la diferenciación morfológica (Yepes et al., 2011); además, 

presenta una autorregulación positiva (Rico, Yepes, et al., 2014). Se ha propuesto que la señal 

de activación de AbrA1 es el hierro (Rico, Yepes, et al., 2014). A nivel biotecnológico, la 

eliminación de este TCS mejora la producción de compuestos heterólogos como la 

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

• AbrC1/C2/C3 (SCO4598/97/96). Este TCS atípico está formado por dos HK y un RR. se ha 

descrito como un regulador positivo de la producción de antibióticos (ACT, RED y CDA) y del 

proceso de desarrollo morfológico (Rico, Santamaría, et al., 2014; Rodríguez et al., 2015; 

Yepes et al., 2011).  La fusión de las HK AbrC1 y AbrC2 debido a una deleción que abarca parte 

de la secuencia de ambos genes da lugar a una HK quimérica que ha sido denominada LinR. 

Esta mutación da lugar a una elevada resistencia a lincomicina, aumenta la producción del 

antibiótico ACT y potencia la diferenciación morfológica (Wang et al., 2017). A nivel 

biotecnológico, la expresión del RR AbrC3 en otras especies es capaz de activar BGC crípticos 

(Becerril et al., 2018). 

• AbsA1/A2 (SCO3225/26). Este TCS fue uno de los primeros reguladores de la producción de 

antibióticos descritos en S. coelicolor (Adamidis et al., 1990). Este sistema actúa como un 

regulador negativo de la producción de ACT, RED y CDA (Anderson et al., 1999, 2001; Brian 

et al., 1996; Lewis et al., 2019; Ryding et al., 2002). Además, presenta una autorregulación 

positiva (Anderson et al., 2001; Lewis et al., 2019). El potencial biotecnológico de este TCS ha 

sido demostrado a través de la inducción de actividades antimicrobianas en diferentes 

estreptomicetos mediante la expresión heteróloga de la HK AbsA1 (McKenzie et al., 2010). 

La topología transmembrana de la HK AbsA1 presenta una estructura atípica: muestra cinco 

dominios transmembrana, cuatro de ellos en el extremo Nt y el restante en el extremo Ct, 

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

• AfsQ2/Q1 (SCO4906/07). Este sistema está implicado en la regulación del metabolismo 

primario, el metabolismo secundario y el desarrollo morfológico (Chen, Zheng, et al., 2016; 

Ishizuka et al., 1992; Shu et al., 2009; Wang et al., 2013). Este TCS actúa como un regulador 

positivo de la síntesis de ACT, RED y CDA, y un regulador negativo del desarrollo morfológico 

(Shu et al., 2009). La regulación del metabolismo del nitrógeno parece ser clave en la vía de 

señalización de AfsQ2/Q1, ya que está implicado en el mantenimiento de la homeostasis en 

la utilización de nutrientes bajo condiciones de altas concentraciones de glutamato, 

estableciendo una regulación cruzada con el oRR GlnR (Wang et al., 2013). 
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• Aor1 (SCO2281). Este oRR actúa como un regulador positivo de la producción de antibióticos 

(ACT, RED y CDA) y del proceso de diferenciación morfológica (Antoraz et al., 2017). Además 

está implicado en la ruta de secreción de proteínas vía el factor sigma SigU y en la respuesta 

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

• BldM (SCO4768). Este oRR actúa como regulador central del desarrollo del micelio aéreo y la 

diferenciación a través de la ruta del factor sigma de función extracitoplasmática (ECF) BldN 

(Bibb et al., 2000; Gehring et al., 2004; Molle & Buttner, 2000; Ryding et al., 1999). BldM 

presenta diferentes mecanismos de acción: por un lado, puede formar homodímeros capaces 

de regular genes implicados en el desarrollo del micelio aéreo, por otro, puede formar 

heterodímeros con el oRR WhiI que regula un set distinto de genes implicados en la 

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

• ChiS/R (SCO5378/77). Este sistema está implicado en la regulación de la enzima quitinasa 

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

• CseC/B (SCO3359/58). Este sistema resulta esencial en el mantenimiento de la integridad de 

la pared celular a través del factor sigma de función extracitoplasmática (ECF) SigE (Hong et 

al., 2002; Paget, Chamberlin, et al., 1999; Paget, Leibovitz, et al., 1999), y es inducido por 

antibióticos glucopeptídicos, antibióticos β-lactámicos y lisozimas (Hong, 2016; Hong et al., 

2002). Actúa como un regulador negativo de la producción de ACT y un regulador positivo de 

la esporulación (Paget, Leibovitz, et al., 1999). Además presenta una autorregulación positiva 

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

La percepción de la señal de activación, que podría ser la acumulación de intermediarios de 

la síntesis / degradación del peptidoglicano, también involucra a la lipoproteína CseA, que se 

encuentra anclada a la membrana plasmática y orientada hacia el espacio 

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

• CssS/R (SCO4155/56). Este sistema está implicado en la respuesta a estrés de secreción, que 

se produce por la acumulación de proteínas mal plegadas en el exterior de la membrana 

plasmática, que pueden interferir con la maquinaria de secreción. Como respuesta este TCS 

controla la producción de ciertas proteasas (Gullón et al., 2012). 

• CutS/R (SCO5863/62). Este sistema actúa como un regulador negativo de la producción del 

antibiótico ACT (Chang et al., 1996). 
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• Cvn (Conservones). Cuando el genoma de S. coelicolor fue descrito (Bentley et al., 2002) se 

identificaron 13 conservones (Cvn1-13), que presentan una organización similar, consistente 

en cuatro o cinco genes con unas funciones específicas, de los cuales CvnA es una oHK. Las 

proteínas de estos sistemas podrían formar complejos proteicos y actuar de forma similar a 

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

o CvnA1 (SCO5544) es una oHK que actúa como regulador positivo de la producción de 

antibióticos (ACT y RED) y del desarrollo del micelio aéreo a través del factor sigma SigU 

(Takano et al., 2011). 

o CvnA9 (SCO1630) es una oHK que actúa como regulador negativo de la producción de ACT 

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

o CvnA10 (SCO1630) es una oHK que actúa de forma similar a CvnA9, como regulador 

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

• DraK/R (SCO3062/63). Este sistema es un regulador de la producción de antibióticos, la 

diferenciación morfológica y el metabolismo primario (Yu et al., 2012, 2014). Actúa como un 

regulador positivo de la síntesis de ACT y un regulador negativo de la síntesis de RED en 

condiciones de altos niveles de fuentes de nitrógeno (Yu et al., 2012). Además, este TCS 

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

Se ha obtenido la estructura del dominio sensor de la HK DraK (PDB ID: 2MJ6), y su estudio 

ha revelado que sufre cambios conformacionales dependientes del pH (Yeo et al., 2014; Yeo, 

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

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

2004). 

• EcrE1/E2 (SCO6421/22). Este sistema actúa como un regulador positivo de la producción del 

antibiótico RED (Wang et al., 2007). 

• GlnR (SCO4159). Este oRR actúa como regulador central del metabolismo del nitrógeno, y es 

uno de los RR más extensamente estudiados (Amin et al., 2012, 2016; Fink et al., 2002; Li et 

al., 2018; Lin et al., 2014; Tiffert et al., 2008, 2011; Wang & Zhao, 2009; Wray et al., 1991; 

Wray & Fisher, 1993; Xu, You, et al., 2017). GlnR presenta una regulación cruzada con otros 

TCS, como MtrB/A (Zhu et al., 2019), AfsQ2/Q1 (Wang et al., 2013) y PhoR/P (Rodríguez-

García et al., 2009; Santos-Beneit et al., 2012; Sola-Landa et al., 2013; Wang et al., 2012), con 
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los que compite en la regulación de los genes clave en el metabolismo del nitrógeno, lo cual 

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

GlnR es capaz de formar homodímeros en ausencia de fosforilación del residuo de aspartato, 

estructura que es estabilizada a través de interacciones electrostáticas (Lin et al., 2014). 

Además, es modificado postraduccionalmente mediante la fosforilación de residuos de 

serina y treonina, y la acetilación de residuos de lisina en función de los niveles de nutrientes 

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

• GluK/R (SCO5779/78). Este sistema está implicado en la detección y captación de glutamato 

en condiciones de altos niveles de este compuesto, de hecho, se ha identificado como su 

señal de activación (Li et al., 2017). Además, este TCS actúa como regulador negativo de la 

producción de ACT, y regulador positivo de la producción de RED, aunque su papel en la 

regulación de la síntesis de antibióticos es independiente de su función en la captación de 

glutamato (Li et al., 2017). 

• MacSR (SCO2121/20). Este sistema es un regulador positivo de la producción de antibióticos 

(ACT, RED y CDA) y un regulador negativo de la diferenciación morfológica (Liu, Zhang, et al., 

2019; Liu et al., 2021). 

• MtrB/A (SCO3012/13). Este sistema es un regulador positivo de la morfogénesis (Zhang et 

al., 2017), un regulador negativo de la síntesis de ACT y RED, así como un regulador positivo 

de la producción de CDA (Som et al., 2017; Zhu et al., 2020). Este TCS también está implicado 

en el metabolismo del nitrógeno y del fosfato, y presenta una regulación cruzada con GlnR y 

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

• OhkA (SCO1596) y OrrA (SCO3008). La oHK OhkA y el oRR OrrA están asociados a nivel 

funcional (Zheng et al., 2021). Actúan como reguladores negativos de la producción de 

antibióticos (ACT, RED y CDA) y reguladores positivos de la formación del micelio aéreo y el 

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

• OsaA/B (SCO5748/49). Este sistema está implicado en la respuesta a estrés osmótico, ya que 

el RR OsaB es requerido para la osmoadaptación necesaria durante el proceso de 

diferenciación. Además, actúa como regulador negativo de la síntesis de ACT y RED (Bishop 

et al., 2004). 

Estas proteínas presentan una arquitectura atípica. OsaA es una hHK que presenta un 

dominio REC, además contiene más de diez dominios HAMP. En el caso de del RR OsaB, su 
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dominio efector no pertenece a ninguna de las familias canónicas; posee una estructura de 

hélice superenrollada (coiled-coil) que se cree podría interaccionar con motivos similares de 

otras proteínas. 

• OsdK/R (SCO0203/04). Este sistema ha recibido dos denominaciones en la literatura: OsdK/R 

(Fischer et al., 2019; Urem et al., 2016) y DevS/R (Honma et al., 2021; Sasaki et al., 2016). 

Este TCS controla un regulón asociado a un estado de dormancia, que incluye genes 

relacionados con la respuesta a estrés y el desarrollo (Urem et al., 2016), y participa en el 

ciclo del óxido nítrico (Sasaki et al., 2016). Además, este sistema actúa como regulador 

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

La HK OsdK también capaz de fosforilar al oRR SCO3818. Esta vía de señalización regula 

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

• PdtaS (SCO5239) y PdtaR (SCO2013). La oHK PdtaS y el oRR PdtaR están asociados a nivel 

funcional (Li, Zhao, et al., 2020). Actúan como reguladores negativos de la producción de 

antibióticos (ACT y RED), y reguladores positivos del proceso de diferenciación (Li, Zhao, et 

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

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

regulador del RNA. 

• PhoR/P (SCO4229/30). Este sistema actúa como regulador central del metabolismo del 

fosfato, y es uno de los TCS más extensamente estudiados. En condiciones limitantes de 

fosfato, este TCS bloquea gran parte del metabolismo primario, del metabolismo secundario 

y el proceso de morfogénesis, hasta recuperar niveles de fosfato que soporten el crecimiento 

y funcionamiento del organismo (Allenby et al., 2012; Apel et al., 2007; Fernández-Martínez 

et al., 2012; Lejeune et al., 2021; Martín-Martín et al., 2017; Millan-Oropeza et al., 2020; 

Rodríguez-García et al., 2007, 2009; Santos-Beneit et al., 2012; Santos-Beneit, Barriuso-

Iglesias, et al., 2011; Santos-Beneit, Rodríguez-García, et al., 2011; Santos-Beneit et al., 2008, 

2009; Sola-Landa et al., 2003, 2005, 2008, 2013; Thomas et al., 2012; Wang et al., 2012). La 

implicación de PhoR/P en todos estos procesos celulares es posible, al menos en parte, a la 

regulación cruzada con otros TCS, como GlnR (Rodríguez-García et al., 2009; Santos-Beneit 

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

Este TCS presenta dos sistemas de autorregulación, por un lado actúa como inductor de su 

propio operón (Fernández-Martínez et al., 2012; Sola-Landa et al., 2005), por otro, activa a 

PhoU, que actúa como regulador negativo del regulón PHO (Martín-Martín et al., 2017). 
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• RagK/R (SCO4073/72). Este sistema participa en los procesos de desarrollo del micelio aéreo 

y esporulación (San Paolo et al., 2006). Se ha propuesto que este TCS constituye una ruta de 

desarrollo independiente de SapB, que permite la integración de diversos cambios 

morfogénicos (San Paolo et al., 2006). 

• RamR (SCO6685). Este oRR actúa como un regulador central del proceso de morfogénesis 

(Nguyen et al., 2002; O’Connor et al., 2002). RamR se encuentra dentro de la ruta de 

señalización bld del proceso de desarrollo, y actúa como regulador de SapB, un péptido 

morfogenético que interviene como surfactante en el desarrollo del micelio aéreo (Figura 

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

• RapA2/A1 (SCO5404/03). Este sistema actúa como regulador positivo del antibiótico ACT (Lu 

et al., 2007). 

• RedZ (SCO5881). Este oRR forma parte del BGC red, y actúa junto con RedD como CSR. RedZ 

actúa como regulador positivo de RedD, que a su vez activa los genes biosintéticos del clúster 

red y por tanto la producción del antibiótico RED; además RedZ presenta una autorregulación 

negativa (White & Bibb, 1997). El gen redZ contiene el codón TTA, por lo que es regulado por 

el tRNA BldA de forma dependiente al proceso de desarrollo (Guthrie et al., 1998; White & 

Bibb, 1997). 

A nivel estructural, RedZ es un RR atípico, que carece del sitio de fosforilación del dominio 

REC (Guthrie et al., 1998). El mecanismo de control alternativo parece estar dado por su 

interacción con la molécula del antibiótico RED, producto final de su ruta de señalización 

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

• SatK/R (SCO3390/89). Este sistema actúa como un regulador del proceso de esporulación a 

través del control de los clústeres hipersensibles a superenrollamiento (Gongerowska-Jac et 

al., 2021). 

• SenS/R (SCO4275/76). Este sistema está implicado en la respuesta no enzimática a estrés 

oxidativo (Busche et al., 2016). Este TCS actúa en conjunto con HbpS, una proteína secretada, 

y su ruta de señalización parece ser modulada por modificaciones postraduccionales debidas 

a estrés redox (Busche et al., 2016). 

• SitK/R (SCO4667/68). Este sistema fue descrito de forma paralela al TCS SatKR, ya que forma 

parte de los clústeres hipersensibles a superenrollamiento y está involucrado en la inhibición 

de la esporulación (Gongerowska-Jac et al., 2021). 
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• VanS/R (SCO3589/90). Este sistema controla la resistencia al antibiótico vancomicina (Hong 

et al., 2004), y es uno de los TCS mejor caracterizados en S. coelicolor. El clúster de resistencia 

a vancomicina está formado por siete genes: vanSRJKHAX (SCO3589/90; SCO3592-96), y está 

regulado positivamente por el TCS VanSR que forma parte del mismo (Hong et al., 2004). La 

señal de activación de VanS es la propia molécula de vancomicina, que debe encontrarse 

unida al precursor del peptidoglicano Lípido II (Hutchings, Hong, & Buttner, 2006; Koteva et 

al., 2010; Kwun et al., 2013; Lockey et al., 2020; Novotna et al., 2016). Recientemente se ha 

conseguido obtener la estructura del RR VanR, tanto en su forma inactiva (PDB ID: 7LZ9) 

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

• WhiI (SCO6029). Este oRR juega un papel clave en el proceso de septación del micelio aéreo 

requerido para la esporulación, así como en la maduración de las esporas (Figura IN.4) 

(Chater, 1972, 1975; Tian et al., 2007; Zhang et al., 2012). WhiI es regulado por el factor sigma 

específico de esporulación WhiG; además, presenta una autorregulación negativa (Aínsa et 

al., 1999). Este oRR puede formar heterodímeros funcionales con el oRR BldM, lo que permite 

integrar los procesos de desarrollo del micelio aéreo y la esporulación (Al-Bassam et al., 

2014). 

A nivel estructural cabe destacar que es un RR atípico, y carece del sitio de fosforilación del 

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

• SCO5282/83. Este sistema está implicado procesos relacionados con el metabolismo 

extracelular, como la secreción de proteínas o el metabolismo de las envueltas celulares 

entre otros (Arroyo-Pérez et al., 2019). Ciertas mutaciones en la HK dan lugar a cambios 

morfológicos significativos en medio líquido, que son favorables para su crecimiento en 

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

• SCO5351. Este oRR actúa como un regulador positivo de la producción de antibióticos (ACT 

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

• SCO5784/85. Este sistema actúa como un regulador positivo de la producción de los 

antibióticos ACT y RED, del proceso de esporulación y de las proteínas secretadas (Rozas et 

al., 2012). 

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

y coordinación de la síntesis de antibióticos con el resto de procesos celulares. A pesar de todas 

las investigaciones realizadas en esta área, aún quedan muchos sistemas por estudiar que nos 

pueden ayudar a desentrañar la compleja red de regulación de este organismo. 
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La rápida aparición y propagación de bacterias patógenas resistentes a todos los antibióticos 

utilizados por el ser humano es una seria amenaza sanitaria, social y económica. El 

descubrimiento y desarrollo de nuevos antibióticos para hacerles frente es prioritario, y las 

bacterias del género Streptomyces juegan un papel esencial por su capacidad de sintetizar una 

miríada de compuestos con actividades de interés biomédico. 

El estudio de los sistemas de regulación implicados en la producción de antibióticos en 

organismos modelo como S. coelicolor ofrece muchas posibilidades. Comprender los 

mecanismos mediante los que estas bacterias modulan la síntesis de antibióticos, así como su 

papel fisiológico, es esencial para su aplicación biotecnológica en el resto de estreptomicetos. 

Además, la manipulación de estas redes de regulación puede ser empleada para la obtención de 

cepas hospedadoras optimizadas, que permitan la expresión heteróloga de BGC crípticos y/o 

silentes de otros microorganismos que no sean capaces de crecer adecuadamente en 

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

Los TCS constituyen uno de los principales sistemas de transducción de señales, y ejercen un 

papel clave en el control de la producción de antibióticos y en su integración con el resto de 

procesos celulares en respuesta a las condiciones ambientales. Esto ha suscitado el interés de 

nuestro grupo de investigación por su estudio y caracterización, lo que ha dado lugar a la 

identificación y estudio de los sistemas AbrA1/A2, AbrC1/C2/C3 y del oRR Aor1 durante los 

últimos años (Antoraz et al., 2017; Becerril et al., 2018; Rico, Santamaría, et al., 2014; Rico, 

Yepes, et al., 2014; Rodríguez et al., 2015; Yepes et al., 2011). Al margen de su implicación en 

otros procesos celulares, el primero es un regulador negativo de los antibióticos endógenos ACT, 

RED y CDA, y ha sido utilizado con éxito en la mejora de la producción heteróloga de compuestos 

de interés; mientras que los dos últimos actúan como reguladores positivos en la síntesis de ACT, 

RED y CDA, y en el caso de AbrC3, ha sido utilizado con éxito en la activación de BGC crípticos en 

otros organismos. Durante la presente Tesis Doctoral se decidió profundizar en el estudio de 

uno de estos sistemas, el oRR Aor1, que parece ejercer un papel central en la fisiología de S. 

coelicolor. 

A pesar de que la compleja red de regulación de S. coelicolor ha sido extensamente estudiada 

aún queda mucho por desvelar. Aproximadamente dos tercios de los TCS de este organismo 

todavía no han sido descritos, por lo que su identificación y análisis es imprescindible para poder 

llegar a entender su comportamiento, lo cual representa un gran interés a nivel biotecnológico. 

Durante la presente Tesis Doctoral se decidió caracterizar el TCS SCO2165/66 (se ha denominado 
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abrB1/B2), que podría estar implicado en el control de la producción de antibióticos, en base a 

resultados preliminares obtenidos en nuestro grupo de investigación. 

Aunque se han desarrollado múltiples metodologías para estudiar los TCS, algunas etapas de su 

mecanismo molecular de acción aún representan un serio obstáculo para la investigación, como 

por ejemplo, la activación de estos sistemas. Identificar los estímulos que detectan las HK y 

desencadenan las cascadas de señalización resulta esencial para establecer el papel fisiológico 

que cumplen los TCS, y por tanto, para su manipulación y aplicación biotecnológica. Por lo tanto, 

durante la presente Tesis Doctoral se decidió diseñar y construir una herramienta que permitiera 

identificar las señales de activación de las HK en los estreptomicetos. 

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

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

de Streptomyces coelicolor y su implicación en la producción de antibióticos. 

2. Identificar los genes diana del Regulador de Respuesta huérfano Aor1 (SCO2281) de 

Streptomyces coelicolor. 

3. Diseñar y construir una plataforma para la identificación de las señales de activación de 

las Histidina Quinasas en Streptomyces. 
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CAPÍTULO 1 

El Sistema de Dos Componentes AbrB1/B2 

Los TCS implicados en la producción de antibióticos en S. coelicolor han sido, desde hace varios 

años, uno de los principales intereses de nuestro grupo de investigación. Los genes SCO2165/66 

codifican un potencial sistema de dos componentes que presenta similitud a nivel de secuencia 

con el sistema AbsA1/A2, uno de los primeros reguladores de la producción de antibióticos 

descritos en S. coelicolor (Adamidis et al., 1990), por lo que se seleccionó para su mutación y 

análisis (Yepes, 2006). Se construyó una cepa mutante mediante la tecnología REDIRECT (Gust 

et al., 2003) en la que se reemplazaron los genes SCO2165/66 (que se denominaron abrB1/B2) 

con el casete de resistencia a apramicina aac3-IV. Sin embargo, en las diferentes aproximaciones 

que se realizaron para su análisis (Minatelli, 2015; Sanz, 2014; Yepes, 2006) se observó una 

excesiva variabilidad en el comportamiento fenotípico de la cepa, tanto en términos de 

crecimiento y diferenciación morfológica como en términos de producción de antibióticos, lo 

que podría ser debido a que no se realizó una deleción limpia de los genes. Por lo tanto, en el 

presente trabajo se decidió generar una nueva cepa mutante de este sistema mediante la 

tecnología CRISPR-Cas9 (Tong et al., 2015), y se procedió a su análisis detallado in silico, 

fenotípico, transcripcional y transcriptómico para determinar el papel fisiológico de este sistema 

de dos componentes, con especial énfasis en su implicación en la regulación de la producción 

de antibióticos en S. coelicolor, de cara a su potencial aplicación biotecnológica. 

En este capítulo se desarrollará el Objetivo 1: “Caracterizar el papel fisiológico del Sistema de 

Dos Componentes SCO2165/66 (abrB1/B2) de Streptomyces coelicolor y su implicación en la 

producción de antibióticos”. 

C1.1 - Análisis in silico de AbrB1/B2 

Como primer paso en el estudio detallado de este sistema se procedió al análisis in silico de cada 

uno de sus componentes, tanto a nivel génico como proteico. La búsqueda y análisis de las 

secuencias génicas y proteicas, el análisis de dominios proteicos, el análisis de la topología 

proteica y la predicción de la estructura secundaria proteica se realizó con las bases de datos y 

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

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

denominamos abrB1, y una HK codificada por el gen SCO2166 a la que denominamos abrB2. La 
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secuencia codificante de dichos genes solapa en cuatro nucleótidos y parece formar un operón, 

como es habitual en este tipo de sistemas de regulación. Las características generales génicas y 

proteicas se detallan en la Figura C1.1. 

El RR AbrB1 es una proteína de 227 aminoácidos (24,4 kDa) que presenta un domino receptor 

REC (aa 3-119) que contiene el sitio de fosforilación (Asp55) y presenta una topología típica 

(βα)5; y un dominio de unión a DNA HTH-LuxR (aa 162-218), perteneciente a la familia NarL. La 

HK AbrB2 es una proteína de 416 aminoácidos (43,9 kDa) que presenta tres regiones 

transmembrana (aa 21-36, 46-48, 120-142), un dominio extracelular de recepción de la señal (aa 

69-119) entre la segunda y tercera región transmembrana, un dominio de dimerización HisKA3 

(aa 193-261) que contiene el sitio de fosforilación (His203), y un dominio HATPase-c (aa 286-

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

En términos de ontología génica, AbrB1 se encuadra en los procesos biológicos de transducción 

de señales vía fosfato (GO:0000160) y regulación de la transcripción (GO:0006355), con una 

función molecular de unión a DNA (GO:0003677). Por otro lado, AbrB2 se enmarca en el proceso 

biológico de transducción de señales vía fosfato (GO:0000160), se localiza como componente 

integral de la membrana plasmática (GO:0016021) y con unas funciones moleculares de sensor 

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

El sistema AbrB1/B2 se encuentra altamente conservado en multitud de especies bacterianas 

más o menos cercanas a nivel filogenético, especialmente en el caso del RR AbrB1. Se 

encontraron homólogos en especies pertenecientes a otros filos bacterianos, como 

Dehalobacter sp. FTH1 (filo Firmicutes) o Microbulbifer variabilis (filo Proteobacteria), con una 

similitud a nivel de secuencia proteica del 67,2% y 65,5% respectivamente en el caso de los RR 

(Figura C1.3.A). Dentro del género Streptomyces, el nivel de conservación de este sistema es 

extremadamente alto; el promedio de similitud a nivel de secuencia proteica en 22 especies 

analizadas es del 90,5% para el RR y del 78,8% para la HK (Figura C1.3.B). Este grado de 

conservación no solo se observa en términos de secuencia proteica, sino que también se puede 

apreciar en el contexto genómico, ya que los genes adyacentes también se encuentran 

conservados y presentan una distribución idéntica (Figura C1.3.C). 
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C1.2 - Construcción de la cepa Streptomyces coelicolor  14  ΔabrB1/B2 

La cepa carente del sistema AbrB1/B2 que se había generado previamente en el laboratorio para 

el estudio de este sistema de regulación no era adecuada ya que presentaba un comportamiento 

fenotípico excesivamente variable. Esto podría ser debido a que en esta cepa no se realizó una 

deleción limpia de los genes abrB1/B2, sino que se reemplazaron por el casete de resistencia a 

apramicina aac3-IV. Por ello, se decidió generar una nueva cepa mutante mediante la tecnología 

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

La deleción de genes mediante esta tecnología requiere tres elementos clave: una endonucleasa 

de DNA (Cas9), una molécula de RNA (sgRNA) que recluta a la enzima Cas9 y la dirige a una 

secuencia específica donde se realizará el corte, y una secuencia molde que permite la 

reparación de la rotura mediante recombinación homóloga (se emplean las regiones adyacentes 

a los genes a delecionar). Se diseñó un sgRNA para dirigir el corte de la enzima Cas9 contra los 

genes abrB1/B2 (Figura C1.4.A); y se construyeron los plásmidos pCRISPR-Cas9-sgB, que 

contiene la enzima Cas9 y la secuencia codificante para el sgRNA diseñado contra abrB1/B2, y el 

plásmido pCRISPR-Cas9-AbrB, que además de lo anterior también incluye un molde para la 

recombinación homóloga con las regiones adyacentes (tanto a 5’ como a 3’) de los genes 

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

Se introdujeron los plásmidos pCRISPR-Cas9, pCRISPR-Cas9-sgB y pCRISPR-Cas9-AbrB en la cepa 

silvestre S. coelicolor M145 por conjugación interespecífica a través de E. coli ET12567 / pUZ8002 

(Figura C1.4.B). Se comprobó que el sistema CRISPR funcionaba correctamente, ya que no se 

obtuvieron colonias al introducir el plásmido pCRISPR-Cas9-sgB; esto es debido a que la enzima 

Cas9 produce un corte en el genoma guiada por el sgRNA que, en este caso, no puede ser 

reparado debido a la ausencia de un molde de recombinación homóloga (además, S. coelicolor 

carece de un sistema de reparación de extremos no homólogos). Al introducir el plásmido 

pCRISPR-Cas9-AbrB, sí se obtuvieron colonias, ya que en este caso sí se incluyen las regiones 

adyacentes a abrB1/B2 en el plásmido como molde, por lo que en estas colonias tuvo lugar la 

deleción de abrB1/B2 durante la reparación por recombinación homóloga. Se seleccionaron 

varias de estas colonias y se llevó a cabo la eliminación del plásmido pCRISPR-Cas9-AbrB 

(plásmido termosensible). Posteriormente se obtuvo DNA genómico de varios clones y se 

comprobó por PCR que los genes abrB1/B2 habían sido correctamente delecionados (Figura 

C1.4.C). Los detalles del proceso de construcción de esta cepa se indican en el apartado “MM.8 

- Edición genómica mediante CRISPR-Cas9”. 



CAPÍTULO 1: El Sistema de Dos Componentes AbrB1/B2 

59 

 

A

S.coelicolor M145 /
pCRISPR-Cas9

S.coelicolor M145 /
pCRISPR-Cas9-sgB

S.coelicolor M145 /
pCRISPR-Cas9-AbrB

B

3000 bp -

1000 bp -

500 bp -

wt ΔB wt ΔB

CE CI

C
(wt) S.coelicolor M145

(ΔB) S.coelicolor M145 ΔabrB1/B2

CE: 3033 bp

CI: 1069 bp

CE: 1102 bp

abrB1

Figura C1.4. Deleción de los genes abrB1/B2 mediante CRISPR-Cas9. [A] Secuencia diana
seleccionada para dirigir el corte de la enzima Cas9 contra los genes abrB1/B2. [B] Placas resultantes
de la introducción en la cepa S. coelicolor M145 de los plásmidos pCRISPR-Cas9 (plásmido control
vacío), pCRISPR-Cas9-sgB (control de corte; codifica el sgRNA y la enzima Cas9) y pCRISPR-Cas9-AbrB
(codifica el sgRNA y la enzima Cas9, y contiene el molde para la reparación por recombinación
homóloga) por conjugación interespecífica. [C] Comprobación de la deleción de los genes abrB1/B2
mediante PCR. Se utilizan tanto oligonucleótidos externos (CE: RCD-005 / RCD-006) como internos
(CI: RCD-007 / RCD-008) a la zona delecionada. En el esquema se indica el tamaño esperado para los
fragmentos amplificados por PCR en la cepa S. coelicolor M145 (wt) y S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2
(ΔB).

Secuencia Diana

abrB1

abrB2

PAM

abrB2SCO2164 SCO2168

TCGTCGGCGAGCAGGACACGGATCGTCATACGGGGTCCCC
AGCAGCCGCTCGTCCTGTGCCTAGCAGTATGCCCCAGGGG
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CAPÍTULO 1: El Sistema de Dos Componentes AbrB1/B2 

C1.3 - Análisis fenotípico del mutante ΔabrB1/B2 

El fenotipo de la cepa S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2 se analizó comparándolo con el de la cepa 

silvestre en múltiples medios de cultivo: NMMP, YEPD, NB, R2YE, R5A, LB y PGB (Figura C1.5). 

No se observaron diferencias relativas al desarrollo y diferenciación morfológica (desarrollo de 

micelio aéreo y esporulación) en ninguno de los medios analizados. Sin embargo, sí se observó 

un aumento en la producción del antibiótico ACT (halo azul mayor y/o más intenso alrededor de 

las colonias) en la cepa mutante en comparación con la silvestre en los medios NMMP, YEPD y 

NB. Teniendo en cuenta estos resultados, se seleccionó el medio NMMP para continuar 

el estudio del sistema AbrB1/B2 y es el que se usó en todos los ensayos y análisis posteriores. 

ACT es un antibiótico activo frente a bacterias Gram-Positivas, por lo que se realizó un ensayo 

de antibiosis contra Staphylococcus epidermidis y Enterococcus faecalis (Figura C1.6.A). De 

forma acorde a la mayor producción de ACT observada, la cepa carente del sistema AbrB1/B2 

produce un mayor halo de inhibición frente a ésas en comparación a la cepa silvestre. 

Paralelamente se realizaron ensayos de complementación y sobreexpresión para comprobar si 

las diferencias fenotípicas observadas en la cepa mutante eran consecuencia de la eliminación 

del sistema de dos componentes AbrB1/B2, o se debían a efectos polares o cortes inespecíficos 

que pudieran haber tenido lugar durante la obtención de la cepa mutante mediante CRISPR-

Cas9. Por un lado, la introducción del plásmido integrativo pKCAbrB (incluye los genes abrB1/B2 

bajo el control de su propio promotor) complementa el fenotipo, eliminando el incremento en 

la producción de ACT observado en la cepa ΔabrB1/B2 (Figura C1.6.B). Por otro lado, la 

sobreexpresión de los genes abrB1/B2 a través del plásmido multicopia pNAbrB (los genes 

abrB1/B2 se encuentran bajo el control de su propio promotor) en la cepa silvestre disminuye 

la producción de antibióticos (Figura C1.6.C). Por lo tanto, estos resultados confirman que el 

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

Para un análisis fenotípico más detallado, se realizó una curva de crecimiento de las cepas 

silvestre y ΔabrB1/B2 donde se monitorizó la germinación de las esporas, el desarrollo del 

micelio a nivel microscópico, la biomasa de los cultivos y la producción de los antibióticos ACT y 

RED (Figura C1.7). En las condiciones de cultivo ensayadas no se observaron diferencias entre 

ambas cepas en cuanto al tiempo de germinación (8 horas) ni en términos de crecimiento; no se 

encontraron diferencias significativas entre ambas curvas de crecimiento cuando se analizan con 

un test de permutación CGGC (Elso et al., 2004). Sin embargo, sí se observa un incremento 

significativo de la producción tanto de RED como de ACT en la cepa mutante ΔabrB1/B2 en 

comparación a la cepa silvestre. 
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Figura C1.5. Análisis fenotípico del mutante ΔabrB1/B2: comportamiento en diferentes medios de
cultivo. Comparación de la producción de actinorrodina (halo azul alrededor de las colonias) y del
proceso de diferenciación en las cepas S. coelicolor M145 (wt) y S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2 (ΔB) a
diferentes tiempos de cultivo (1, 5 y 11 días) y en diferentes medios sólidos (NMMP, YEPD, NB, R2YE,
R5A, LB y PGB). Se muestran fotografías de la parte superior de las placas [A], así como de la parte
inferior [B].
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Finalmente se estudió si la eliminación del sistema de dos componentes AbrB1/B2 en S. 

coelicolor M145 induce la producción de compuestos con actividad antibiótica frente a Gram- o 

actividad antifúngica. Para ello, se realizó un ensayo de antibiosis frente a las bacterias 

Escherichia coli, Pseudomonas putida, Enterobacter aerogenes y Acinetobacter baylyi; así como 

frente a los hongos fitopatógenos Phytophtora cactorum, Phoma exigua, Sclerotium cepivorum, 

Fusarium solani, Sclerotinia sclerotiorum y Rhizoctonia solani (Figura C1.8). No se observó halo 

de inhibición en ninguno de los casos, a excepción de P. putida, donde apareció un pequeño 

halo difuso al enfrentarla a la cepa mutante ΔabrB1/B2. 
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Figura C1.6. Análisis fenotípico de AbrB1/B2: ensayos de antibiosis (bacterias Gram-Positivas),
complementación y sobreexpresión. [A] Ensayo de antibiosis: efecto inhibitorio de la cepa silvestre
S. coelicolor M145 (wt) y la cepa mutante ΔabrB1/B2 (ΔB) (cultivadas en medio NMMP) en el
crecimiento de un césped de las bacterias Gram-Positivas Staphylococcus epidermidis (S.epid.) y
Enterococcus faecalis (E.faec.). Se incluyen fotografías de la parte superior de las placas, así como la
comparación de los halos de inhibición generados en cada caso (las barras de error muestran la
desviación estándar de cuatro réplicas). *Significación estadística: valor p < 0,05 [B]
Complementación de la producción de actinorrodina en la cepa S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2 /
pKCAbrB en medio NMMP tras 5 días de cultivo. Como control se incluyen las cepas silvestre (wt) y
mutante (ΔB) con el plásmido vacío pKC796A. Se muestran fotografías de la parte superior e inferior
de las placas. [C] Sobreexpresión de los genes abrB1/B2 (plásmido pNBAbrB) en la cepa silvestre (wt)
en medio NMMP tras 10 días de cultivo. Como control se incluye la cepa silvestre (wt) con el
plásmido vacío pN702GEM3. Se muestran fotografías de la parte superior e inferior de las placas.

pKC796A: Control (plásmido vacío)
pKCAbrB: Complementación AbrB1/B2

pN702GEM3: Control (plásmido vacío)
pNBAbrB: Sobreexpresión AbrB1/B2
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Análisis microscópico de la germinación y el crecimiento de las cepas silvestre (wt) y mutante
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Todos estos resultados indican que el sistema de dos componentes AbrB1/B2 actúa como un 

regulador negativo de la producción de antibióticos en S. coelicolor, y que no parece ejercer un 

efecto significativo sobre el desarrollo y diferenciación morfológica. Además, la nueva cepa 

mutante obtenida mediante CRISPR presenta un comportamiento fenotípico estable, a 

diferencia de la generada previamente, por lo que es adecuada para el estudio de este sistema 

de dos componentes. 

A

B

wt

ΔB

Figura C1.8. Análisis fenotípico de AbrB1/B2: ensayos de antibiosis (bacterias Gram-Negativas y
hongos). [A] Ensayo de antibiosis: efecto inhibitorio de la cepa silvestre S. coelicolor M145 (wt) y la
cepa mutante ΔabrB1/B2 (ΔB) (cultivadas en medio NMMP) en el crecimiento de las bacterias Gram-
Negativas Escherichia coli, Pseudomonas putida, Enterobacter aerogenes y Acinetobacter baylyi. Se
incluyen fotografías de la parte superior de las placas. [B] Ensayo de antibiosis: efecto inhibitorio de
la cepa silvestre S. coelicolor M145 (wt) y la cepa mutante ΔabrB1/B2 (ΔB) (cultivadas en medio
NMMP) en el crecimiento de los hongos fitopatógenos Phytophtora cactorum, Phoma exigua,
Sclerotium cepivorum, Fusarium solani, Sclerotinia sclerotiorum y Rhizoctonia solani. Se incluyen
fotografías de la parte superior de las placas.
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C1.4 - Análisis fenotípico de mutantes en los sistemas AbrB1/B2 y AbrA1/A2 

AbrA1/A2 es otro TCS previamente estudiado en nuestro laboratorio que actúa como regulador 

negativo de la producción de antibióticos (Rico, Yepes, et al., 2014; Yepes et al., 2011). Se decidió 

estudiar de forma conjunta ambos sistemas de regulación para analizar su efecto sobre la 

producción de antibióticos en S. coelicolor. 

Como primer paso se construyó la cepa S. coelicolor M145 ΔabrA1/A2 ΔabrB1/B2. Se utilizaron 

los mismos plásmidos que en la construcción de la cepa S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2, y se siguió 

el mismo procedimiento, con la diferencia de que, en lugar de la cepa silvestre, la deleción por 

CRISPR-Cas9 de abrB1/B2 se realizó en la cepa S. coelicolor M145 ΔabrA1/A2 previamente 

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

Se analizó el fenotipo de la cepa silvestre, las cepas mutantes con las deleciones individuales de 

cada sistema de dos componentes y la cepa carente de ambos sistemas (Figura C1.9). El 

aumento en la producción de ACT fue mayor en el caso de la cepa mutante ΔabrA1/A2 en 

comparación con la cepa ΔabrB1/B2; sin embargo, en la cepa carente de ambos sistemas no se 

observó un efecto aditivo o sinérgico en cuanto a la producción de antibióticos, sino que 

presentó un fenotipo idéntico al mutante sencillo ΔabrB1/B2. Además, la cepa mutante 

ΔabrA1/A2 también presentó alteraciones en la diferenciación morfológica, aunque este efecto 

fenotípico tampoco se observó en el doble mutante ΔabrA1/A2 ΔabrB1/B2. 

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

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

 

Figura C1.9. Análisis fenotípico conjunto de AbrB1/B2 y AbrA1/A2. Análisis fenotípico de las cepas
S. coelicolor M145 (wt), S. coelicolor M145 ΔabrA1/A2 (ΔA), S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2 (ΔB) y S.
coelicolor M145 ΔabrA1/A2 ΔabrB1/B2 (ΔAB) en medio NMMP a diferentes tiempos de cultivo (7 y
11 días). Se muestran fotografías de la parte superior de las placas.
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C1.5 - Producción heteróloga de antibióticos 

Los resultados fenotípicos obtenidos señalan que AbrB1/B2 es un regulador negativo de la 

producción de antibióticos, y su deleción induce un incremento significativo de los antibióticos 

endógenos de S. coelicolor (ACT y RED). Teniendo esto en cuenta, se decidió analizar el potencial 

de S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2 como cepa hospedadora para la producción heteróloga de 

compuestos con actividades de interés, como antibióticos y antitumorales. Para ello, se 

introdujeron las rutas de síntesis de oviedomicina y mitramicina en las cepas silvestre y mutante 

ΔabrB1/B2, a través de los cósmidos cosAB4 (contiene la ruta de biosíntesis de oviedomicina, 

como control se utilizó el vector vacío pKC505) y pMTMF (contiene la ruta de biosíntesis de 

mitramicina, como control se utilizó el vector vacío pCLY10). 

La oviedomicina es una anguciclina (poliquétido aromático) producida por Streptomyces 

antibioticus ATCC11891 (Lombó et al., 2004; Méndez et al., 2002) y Streptomyces 

ansochromogenes (Xu, Zhang, et al., 2017). Este compuesto presenta actividad antibiótica 

frente a bacterias Gram-Positivas y actividad antitumoral in vitro frente a las líneas celulares 

humanas A549 (cáncer de pulmón), HepG2 (cáncer de hígado) y MCF-7 (cáncer de mama) 

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

La mitramicina (también conocida como plicamicina) es un glucósido de la familia del ácido 

aureólico producida por varias especies de Streptomyces, como S. argillaceus ATCC12956 

(Lombó et al., 1996; Rao et al., 1960). Este compuesto presenta actividad antibiótica frente a 

bacterias Gram-Positivas y actividad antitumoral, entre otras; se ha utilizado en el tratamiento 

de cáncer testicular (Brown & Kennedy, 1965; Kennedy & Torkelson, 1995) y de la enfermedad 

ósea de Paget (Condon et al., 1971; Ryan et al., 1970), y se ha investigado su aplicación en otras 

enfermedades como cáncer pancreático (Gao et al., 2011) o enfermedades neurodegenerativas 

(Osada et al., 2013). 

La producción de oviedomicina y mitramicina se evaluó mediante el análisis de extractos de los 

sobrenadantes por separación cromatográfica y ensayos de antibiosis frente a bacterias Gram-

Positivas (los detalles de los ensayos se indican en los apartados correspondientes de 

“Materiales y Métodos”). La cepa carente del sistema AbrB1/B2 presentó un aumento 

significativo de la producción tanto de oviedomicina (Figura C1.10) como de mitramicina (Figura 

C1.11). Se observó tanto una mayor cantidad de estos compuestos en los análisis 

cromatográficos como un mayor halo de inhibición en los ensayos de antibiosis frente a las 

bacterias Bacillus subtilis, Micrococcus luteus y Staphylococcus epidermidis. 
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C1.6 - Análisis transcripcional de AbrB1/B2 

El patrón de expresión a nivel transcripcional de abrB1 y abrB2 se determinó mediante RT-qPCR 

(PCR cuantitativa de transcripción reversa) en la cepa silvestre a 24, 36, 48 y 60 horas (Figura 

C1.12). Ambos genes se expresan durante todos los tiempos estudiados, observándose la 

máxima expresión a las 24 horas (mitad de la fase exponencial de crecimiento). Los niveles de 

expresión descienden a las 36 horas hasta alcanzar una expresión constante a 48 y 60 horas. 

Además, se observa una mayor expresión del gen abrB2 con respecto a abrB1, como es 

esperable al encontrarse al inicio del operón. Como control se analizó también la cepa 

ΔabrB1/B2, en la que no se detectó expresión de ninguno de estos genes. 
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C1.7 - Análisis transcriptómico 

Para determinar la cascada de regulación del sistema AbrB1/B2 se realizó un análisis 

transcriptómico global de la cepa silvestre y de la cepa mutante ΔabrB1/B2 mediante RNAseq. 

Teniendo en consideración las observaciones fenotípicas y transcripcionales realizadas hasta el 

momento, se decidió realizar el análisis transcriptómico a 24 y 36 horas (en medio NMMP), que 

se corresponden con la mitad y el final de la fase exponencial de crecimiento, y en las que existe 

una mayor expresión de los genes abrB1/B2. Además, a 36 horas ya se detecta producción del 

antibiótico RED, por lo que estos tiempos suponen una ventana óptima para identificar la vía de 

regulación por la que se encuentra actuando AbrB1/B2 en relación con la producción de 

antibióticos. 

Se monitorizó el comportamiento fenotípico de las muestras que iban a ser procesadas para su 

análisis transcriptómico, y se evaluó la calidad del RNA extraído (Figura C1.13). En todas las 

muestras el crecimiento, desarrollo y producción de antibióticos fue similar al observado en los 

experimentos previos. Además, la calidad del RNA obtenido fue óptima, con valores de RIN 

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

La secuenciación de los transcriptomas (RNAseq) de las diferentes muestras analizadas fue 

realizada por la empresa Macrogen, los detalles se indican en el apartado “MM.4.8 - Análisis 

transcriptómico por RNAseq”. Los datos de secuenciación obtenidos se convirtieron a formato 

FASTQ mediante el paquete bcl2fastq, y se depositaron en la base de datos NCBI SRA  

(BioProject_ID: PRJNA6374011; BioSample_Accesions: SAMN15105054, SAMN15105055, 

SAMN15105056, SAMN15105057). El procesamiento de los datos se realizó en colaboración con 

el Dr. Juan F. Alzate (Centro Nacional de Secuenciación Genómica, Universidad de Antioquía, 

Colombia). Se utilizó el software RaNA-Seq (Prieto & Barrios, 2020) para el preprocesamiento 

por fastp 0.19.4 (Chen et al., 2018) y la cuantificación por salmon 0.9.1 (Patro et al., 2017). Se 

obtuvieron entre 36 y 52 millones de lecturas totales de cada librería durante el proceso de 

secuenciación, de las cuales aproximadamente el 99% pasaron los filtros de calidad (secuencias 

muy cortas, con demasiadas Ns, etc.). Tras este filtrado, los valores de calidad de Q30 se 

encontraron en torno al 96%. Entre el 89% y el 94% de las secuencias filtradas fueron mapeadas 

correctamente en el genoma de referencia (Streptomyces coelicolor A3(2); GenBank_ID: 

NC_003888). 

 
1

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

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA637401
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Figura C1.13. Control fenotípico de las muestras analizadas por RNAseq y evaluación de la calidad
del RNA. [A] Control de crecimiento de las muestras de la cepa silvestre (wt) analizadas por RNAseq.
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muestras de la cepa ΔabrB1/B2 (ΔB) analizadas por RNAseq. Se incluye como referencia la curva de
crecimiento de esta cepa. [C] Control de producción del antibiótico undecilprodigiosina de las
muestras analizadas por RNAseq. *Significación estadística: valor p < 0,05. [D] Control de crecimiento
a nivel microscópico de las muestras analizadas por RNAseq. La barra blanca en la parte superior
derecha de cada microfotografía se corresponde con 50 μm. [E] Evaluación de la calidad del RNA de
las muestras analizadas por RNAseq. Se muestran los valores de RIN (número de integridad del RNA)
y el ratio de rRNAs 28S/18S. [F] Ejemplos de electroferogramas de RNA obtenidos de dos de las
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El análisis de la expresión diferencial génica se realizó con DEseq2 (se aplicó un test de Wald y 

un ajuste paramétrico). Las muestras analizadas se agruparon perfectamente en función de la 

cepa y el tiempo de cultivo al aplicar un análisis de componentes principales (Figura C1.14.A).  

Antes de proceder al análisis de los datos normalizados de expresión diferencial se aplicaron los 

siguientes filtros: padj ≤ 0,05 y |FC| ≥ 2. Por un lado, a las 24 horas de cultivo se identificaron 15 

genes diferencialmente expresados entre la cepa silvestre (S. coelicolor M145) y la cepa mutante 

(S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2); de los cuales 6 genes se encontraban sobreexpresados, y 9 

genes subexpresados, en la cepa mutante con respecto a la cepa silvestre (Figura C1.14.B). Por 

otro lado, a las 36 horas de cultivo se identificaron 88 genes diferencialmente expresados entre 

la cepa silvestre y la cepa mutante ΔabrB1/B2; de los cuales 51 genes se encontraban 

sobreexpresados, y 37 genes subexpresados, en la cepa mutante con respecto a la cepa silvestre 

(Figura C1.14.B). Los genes diferencialmente expresados con papel biológico conocido 

pertenecen a los siguientes procesos: respuesta a estrés, metabolismo primario, metabolismo 

secundario y desarrollo / diferenciación (Figura C1.15). 
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Figura C1.15. Análisis de los genes diferencialmente expresados por la deleción ΔabrB1/B2. Se
muestran los genes diferencialmente expresados en la cepa ΔabrB1/B2 con respecto a la cepa
silvestre organizados en función del proceso biológico al que están asociados. Se incluyen también
aquellos genes con función y/o papel biológico desconocidos. Los genes sobreexpresados en la cepa
mutante se muestran en color verde, mientras que los genes subexpresados se muestran en color
magenta; también se indican los operones mediante líneas azules entre los genes que los forman.
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C1.7.1 - Genes implicados en respuesta a estrés 

Los genes expresados diferencialmente entre las cepas silvestre y mutante ΔabrB1/B2 

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

Tabla C1.1. Genes diferencialmente expresados por la deleción ΔabrB1/B2 relacionados con la 
respuesta a diferentes tipos de estrés. Los genes subexpresados en la cepa mutante (FC < -2) aparecen 
marcados en rosa. 

Gen Nombre Tiempo 
FC 
(ΔB/  ) 

padj Producto Referencia 

Resistencia a vancomicina 

SCO3589 vanS 36 h -2,2 1,8E-5 Histidina quinasa (TCS) 

(Hong et al., 2004) 

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

SCO3592 vanJ 36 h -3,9 1,1E-4 Producto desconocido 

SCO3593 vanK 36 h -4,2 1,7E-6 Transferasa 

SCO3594 vanH 36 h -4,0 1,6E-6 D-Lactato deshidrogenasa

SCO3595 vanA 36 h -4,3 2,3E-7 D-Ala : D-Lac ligasa

SCO3596 vanX 36 h -3,6 1,3E-4 D-Ala : D-Ala dipeptidasa

Respuesta a estrés oxidativo 

SCO4224 - 36 h -2,3 1,0E-2 Lantionina sintetasa (Darbon et al., 2012) 

SCO5031 ahpD 36 h -3,1 1,0E-3 
Alquil hidroperóxido 
reductasa 

(Hahn et al., 2002) 

Respuesta a estrés por frío 

SCO3731 scoF1 36 h -2,3 5,0E-3 Proteína shock por frío 
(Kormanec & 
Sevcikova, 2000) 

Resistencia a vancomicina 

El clúster completo de resistencia a vancomicina, vanSRJKHAX (SCO3589/90; SCO3592-96) se 

encontró subexpresado en la cepa mutante a 36 horas. Este clúster se divide en cuatro unidades 

transcripcionales: vanSR, vanJ, vanK y vanHAX.  

La vancomicina es un antibiótico glucopeptídico que inhibe la síntesis de la pared celular al 

unirse a precursores del peptidoglicano (se une al extremo D-Ala-D-Ala del Lípido II) y bloquear 

la formación de entrecruzamientos necesarios para generar una pared celular funcional. 

La vancomicina solo afecta a bacterias Gram-Positivas (no puede atravesar la membrana 

externa presente en bacterias Gram-Negativas), y su importancia clínica es clave, ya que es 

el único tratamiento efectivo contra Staphylococcus aureus MRSA. El clúster de resistencia a 

vancomicina (van) está presente en múltiples patógenos humanos (Staphylococcus aureus, 

Enterococcus faecium, etc.) y en varios actinomicetos (productores de antibióticos 

glucopeptídicos: Amycolatopsis orientalis, Streptomyces toyocaensis, etc.; y no productores: 

Streptomyces coelicolor) (Hong et al., 2008). 
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El clúster de resistencia a vancomicina está controlado por el sistema de dos componentes 

VanSR que forma parte del mismo. En S. coelicolor, la señal de activación de VanS es la propia 

molécula de vancomicina, que debe encontrarse unida al precursor del peptidoglicano Lípido II 

(Hutchings, Hong, & Buttner, 2006; Koteva et al., 2010; Kwum et al., 2013; Lockey et al., 2020; 

Novotna et al., 2016). En ausencia de vancomicina, VanS actúa como fosfatasa de VanR (que 

puede ser fosforilado vía acetilfosfato en estas condiciones). En presencia de vancomicina, VanS 

pasa a actuar como quinasa, lo que permite la activación de VanR, que a su vez activa el clúster 

de resistencia a vancomicina completo (Hutchings, Hong, & Buttner, 2006). La resistencia a 

vancomicina se logra al modificar la síntesis de la pared celular, sustituyendo el extremo D-Ala-

D-Ala del Lípido II por D-Ala-D-Lac, que no es reconocido por este antibiótico. Esta sustitución es 

llevada a cabo por VanHAX: VanH es una enzima lactato deshidrogenasa que transforma el 

piruvato en D-lactato; VanX es una dipeptidasa que rompe los péptidos D-Ala-D-Ala; y VanA es 

una ligasa que une D-Ala y D-Lac; adicionalmente, VanK es la enzima encargada de unir una 

ramificación de glicina al precursor modificado Lípido II (en el precursor no modificado, la 

reacción es catalizada por FemX) (Hong et al., 2004). 

Respuesta a estrés oxidativo 

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

subexpresados a 36 horas: ahpD (SCO5031) y SCO4224.  

AhpD pertenece al sistema alquil-hidroperóxido-reductasa, uno de los sistemas antioxidantes 

más relevantes en S. coelicolor. AhpD cataliza la regeneración del sitio activo de AhpC (SCO5032). 

Se postula que en el crecimiento aerobio de S. coelicolor, la producción endógena de peróxido 

de hidrógeno en la respiración durante las primeras fases de crecimiento induce el sistema 

antioxidante AhpDC, para proteger los lípidos de membrana y el material genético; en las fases 

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

 En el caso de SCO4224, aunque su producto no ha sido caracterizado, la deleción de este gen 

restringe el crecimiento de S. lividans (especie muy cercana a S. coelicolor a nivel filogenético) 

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

La respuesta a estrés oxidativo está muy relacionada a la resistencia a antibióticos. La presencia 

de antibióticos, sobre todo aquellos activos contra las envueltas celulares, incrementa las 

especies reactivas de oxígeno (ROS), lo que contribuye a la toxicidad del antibiótico contra la 

bacteria, aunque el mecanismo molecular por el que sucede se encuentra aún en debate (Ezraty 

& Barras, 2016). 
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Respuesta a estrés por frío  

El gen scoF1 (SCO3731), que codifica una proteína de shock por frío similar a CspA (Kormanec & 

Sevcikova, 2000), se encontró subexpresado a 36 horas en la cepa ΔabrB1/B2. Las bajas 

temperaturas suelen producir defectos en los procesos de transcripción y traducción por la 

formación de estructuras secundarias en el RNA. Las proteínas de shock por frío previenen estos 

procesos actuando como chaperonas de RNA, impidiendo la formación de estructuras que 

provoquen paradas prematuras de la transcripción y/o ralenticen la traducción. Más allá de los 

cambios de temperatura, los mecanismos de respuesta a shock térmico también se han asociado 

a la resistencia a antibióticos que afectan a diferentes procesos biológicos (Bianchi & Baneyx, 

1999; van Bogelen & Neidhardt, 1990). 

C1.7.2 - Genes implicados en metabolismo secundario 

Los genes expresados diferencialmente entre las cepas silvestre y mutante ΔabrB1/B2 

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

Tabla C1.2. Genes diferencialmente expresados por la deleción ΔabrB1/B2 relacionados con el 
metabolismo secundario. Los genes sobreexpresados en la cepa mutante (FC > 2) aparecen marcados en 
verde; mientras que los genes subexpresados en la cepa mutante (FC < -2) aparecen marcados en rosa. 

Gen Nombre  Tiempo 
FC 
(ΔB/  ) 

padj Producto Referencia 

Biosíntesis de undecilprodigiosina (RED) 

SCO2517 ecrA2 36 h 2,4 4,9E-2 Regulador respuesta (TCS) 
(Li et al., 2004) SCO2518 ecrA1 36 h 2,5 2,1E-2 Histidina quinasa (TCS) 

SCO2519 - 36 h 4,7 5,0E-3 Transportador 

SCO5883 redU 36 h 2,5 3,9E-2 Producto desconocido - 

SCO5884 - 36 h 3,3 5,1E-6 Producto desconocido - 

SCO5885 - 36 h 3,9 1,1E-11 Producto desconocido - 

SCO5888 redP 36 h 3,4 3,7E-4 Reductasa 

(Cerdeño et al., 
2001) 

SCO5889 redO 36 h 3,7 1,6E-4 Producto desconocido 

SCO5890 redN 36 h 3,0 5,3E-5 Sintasa 

SCO5891 redM 36 h 3,0 1,5E-5 Sintasa 

SCO5892 redL 36 h 2,8 8,4E-6 Sintasa 

SCO5893 redK 36 h 3,3 2,7E-6 Oxidorreductasa 

SCO5894 redJ 36 h 3,1 2,3E-5 Tioesterasa 

SCO5895 redI 36 h 3,5 1,1E-6 Metiltransferasa 

SCO5896 redH 36 h 3,2 1,7E-7 Sintetasa 

SCO5897 redG 36 h 2,5 2,0E-3 Oxidasa 

SCO6286 scbR2 36 h 2,1 5,0E-3 Regulador (Xu et al., 2010) 

Biosíntesis de coelimicina 

SCO5403 rapA1 36 h -3,3 3,6E-4 Regulador respuesta (TCS) 
(Lu et al., 2007) 

SCO5404 rapA2 36 h -3,0 1,0E-3 Histidina quinasa (TCS) 

SCO6273 cpkC 24 h -2.0 2,9E-2 Poliquétido tipo I sintetasa 

(Pawlik et al., 
2007) 

SCO6274 cpkB 24 h -2.2 4,0E-3 Poliquétido tipo I sintetasa 

SCO6275 cpkA 24 h -2.3 1,0E-3 Poliquétido tipo I sintetasa 

SCO6282 cpkI 36 h 2,8 6,0E-3 Reductasa 
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Gen Nombre  Tiempo 
FC 
(ΔB/  ) 

padj Producto Referencia 

Genes de interés que no superan los filtros por poco 

SCO3288 abeB 24 h 1,9 3,4E-7 Producto desconocido 
(Hindra & Elliot, 
2010) 

SCO3289 abeC 24 h 1,9 5,6E-8 Producto desconocido 

SCO3290 abeD 24 h 1,9 2,7E-6 Producto desconocido 

SCO5889 actI-ORF3 36 h 5,0 5,5E-2 Poliquétido sintasa ACP 
(Fernández-
Moreno et al., 
1992) 

SCO5090 actVII 36 h 4,3 7,9E-2 Ciclasa / Deshidratasa 

SCO5091 actIV 36 h 4,5 6,2E-2 Ciclasa 

SCO5092 actVB 36 h 4,7 5,8E-2 Poliquétido dimerasa 

 

Biosíntesis de undecilprodigiosina 

Acorde al análisis fenotípico de la cepas silvestre y la cepa ΔabrB1/B2, la mayor parte de los 

genes del clúster red de biosíntesis de este antibiótico (Stankovic et al., 2014) se encontraron 

sobreexpresados a 36 horas en la cepa mutante: redUPONMLKJIHG (SCO5883; SCO5888-97) y 

SCO5884/85). RedPLKJ participan en la síntesis del intermediario 2-undecilpirrol (2-UP), 

RedONMI intervienen en la síntesis del intermediario 4-metoxi-2,2’-bipirrol-5-carboxaldehído 

(MBP), y RedH cataliza la condensación de ambos intermediarios para dar lugar a la RED (Figura 

C1.16). 

El regulador específico de este clúster, redD (SCO5877) no superó el filtro de expresión 

diferencial. Sin embargo, el operón SCO2517-19 que contiene a ecrA1/A2 (SCO2518/17), sistema 

de dos componentes que actúa como regulador positivo de la producción de RED (Li et al., 2004), 

se encontró sobreexpresado en la cepa mutante a las 36 horas. El regulador scbR2 (SCO6286) 

también se encontró sobreexpresado en la cepa mutante a 36 horas; el papel de este regulador 

es coordinar la producción de RED, ACT, el antibiótico dependiente de calcio CDA (actúa como 

regulador positivo de estos tres compuestos) y la coelimicina (actúa como regulador negativo 

de este compuesto) (Bednarz et al., 2019; Xu et al., 2010), lo cual concuerda con las 

observaciones fenotípicas realizadas en las cepas silvestre y mutante ΔabrB1/B2. 

En este punto hay que destacar la similitud encontrada entre los sistemas de dos componentes 

AbrB1/B2 y EcrA1/A2: los reguladores de respuesta AbrB1 y EcrA2 comparten una similitud en 

la secuencia de aminoácidos del 65,6%, mientras que las histidinas quinasas AbrB2 y EcrA1 

comparten una similitud del 46,8%. Esta relación podría indicar posibles eventos de regulación 

cruzada entre ambos sistemas. 
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Figura C1.16. Clúster red y ruta de biosíntesis de la undecilprodigiosina. Se indican resaltados los
genes pertenecientes al clúster red sobreexpresados en la cepa mutante ΔabrB1/B2 con respecto a
la cepa silvestre, así como sus productos en la ruta de síntesis de la undecilprodigiosina (aquellos
genes no expresados diferencialmente se muestran en gris).
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Biosíntesis de coelimicina 

La producción de coelimicina también se vio afectada en el mutante ΔabrB1/B2, varios genes 

relacionados con su síntesis se mostraron diferencialmente expresados: cpkABC (SCO6275-73), 

cpkI (SCO6282), rapA1/A2 (SCO5403/04) y scbR2 (SCO6286). Los genes cpkABC, que codifican el 

núcleo de la enzima poliquétido sintasa encargada de la síntesis de la coelimicina, se 

encontraron subexpresados en la cepa mutante a 24 horas; mientras que cpkI, que participa en 

etapas posteriores de la síntesis (Bednarz et al., 2019; Pawlik et al., 2007), se encontró 

sobreexpresado en la cepa mutante a 36 horas. El sistema de dos componentes rapA1/A2 se 

encontró subexpresado en la cepa mutante a 36 horas; este sistema actúa como regulador 

positivo de la producción de coelimicina y ACT (Lu et al., 2007). Por último, como ya se mencionó 

en el apartado anterior “Biosíntesis de undecilprodigiosina”, scbR2 (SCO6286), que actúa como 

regulador negativo de la producción de coelimicina, se encontró sobreexpresado en la cepa 

mutante a 36 horas. 

El papel de AbrB1/B2 como regulador negativo de la producción de antibióticos en S. coelicolor 

parece ser contradictoria con la subexpresión de los genes relacionados con la síntesis de 

coelimicina en la cepa mutante carente de este sistema de dos componentes. Sin embargo, 

aunque tradicionalmente el papel que se ha asignado a la coelimicina ha sido de antibiótico, su 

función no está clara a nivel fisiológico. A pesar de la actividad antibiótica de la coelimicina A, 

esta molécula es altamente inestable y reacciona espontáneamente con compuestos presentes 

en el medio, como N-acetilcisteína y glutamato, dando lugar a coelimicina P1 y P2 

respectivamente, compuestos sin ninguna propiedad antibiótica y que constituyen los 

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

Biosíntesis de actinorrodina 

Aunque a nivel fenotípico se observó un aumento significativo de la producción de ACT en la 

cepa mutante, muy pocos genes relacionados con este proceso superaron los filtros 

establecidos, seguramente debido a que los tiempos analizados en el RNAseq eran un poco 

tempranos. Sin embargo, los sistemas de regulación previamente mencionados ScbR2 y 

RapA1/A2, y que mostraron expresión diferencial entre las cepas analizadas, se encuentran 

asociados a la producción de ACT. ScbR2 actúa como regulador positivo de la síntesis de este 

antibiótico, y su sobreexpresión en la cepa mutante es acorde con su fenotipo. Por el contrario, 

el sistema de dos componentes RapA1/A2 (también regulador positivo) se encuentra 

subexpresado en la cepa mutante, lo que podría indicar que ScbR2 presenta un efecto 

dominante sobre el mismo.  
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Más allá de estos sistemas de regulación, se identificaron varios genes que, aunque no 

superaron por poco los filtros establecidos (0,05 < padj < 0,08), son relevantes para el análisis: 

actI-ORF3 (SCO5089), actVII (SCO5090), actIV (SCO5091) y actVB (SCO5092). Estos genes 

(sobreexpresados en la cepa mutante) pertenecen al clúster act y codifican enzimas 

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

Otros genes destacables son el operón abeBCD (SCO3288-90), que se encontraron 

sobreexpresados en la cepa mutante a 24 horas, aunque con valores de FC ligeramente 

inferiores al establecido como filtro (en torno a 1,9). No se conoce la función de ninguno de 

estos genes, aunque se ha observado que su sobreexpresión incrementa la producción de ACT 

(Hindra & Elliot, 2010). 

Los datos transcriptómicos obtenidos apoyan el papel de AbrB1/B2 como regulador negativo de 

la producción de antibióticos observado a nivel fenotípico. La cascada de regulación de este 

sistema en este proceso parece involucrar al sistema de dos componentes EcrA1/A2 en el caso 

de la producción de RED, y al regulador ScbR2 en el caso de la producción tanto de ACT como 

de RED. En definitiva, AbrB1/B2 podría estar actuando como represor de EcrA1/A2 y ScbR2, 

reguladores positivos de la producción de antibióticos en S. coelicolor (Figura C1.17). 

 

 

S. coelicolor M145

S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2

AbrB1/B2 EcrA1/A2

ScbR2

UNDECILPRODIGIOSINA

ACTINORRODINA

AbrB1/B2 EcrA1/A2

ScbR2

UNDECILPRODIGIOSINA

ACTINORRODINA

Activación

Represión

Figura C1.17. Modelo de regulación de la producción de antibióticos por AbrB1/B2. Se muestra la
cascada de regulación propuesta para el sistema de dos componentes AbrB1/B2 en relación a la
producción de los antibióticos undecilprodigiosina y actinorrodina, comparando la cepa silvestre con
la cepa mutante ΔabrB1/B2.
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C1.7.3 - Genes implicados en metabolismo primario 

Los genes expresados diferencialmente entre las cepas silvestre y mutante ΔabrB1/B2 

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

Tabla C1.3. Genes diferencialmente expresados por la deleción ΔabrB1/B2 relacionados con el 
metabolismo primario. Los genes sobreexpresados en la cepa mutante (FC > 2) aparecen marcados en 
verde; mientras que los genes subexpresados en la cepa mutante (FC < -2) aparecen marcados en rosa. 

Gen Nombre  Tiempo 
FC 
(ΔB/  ) 

padj Producto Referencia 

Metabolismo del hierro 

SCO2113 bfr 36 h -2,9 8,0E-3 Bacterioferritina - 

SCO2783 desB 36 h -2,1 8,0E-3 Monooxigenasa (Barona-Gómez et al., 
2004) SCO2785 desD 36 h -2,1 8,0E-3 Sideróforo sintetasa 

Gluconeogénesis 

SCO2494 - 36 h 4,0 1,0E-3 
Piruvato fosfato 
diquinasa (Llamas-Ramírez et al., 

2020) 
SCO4979 pckG 36 h 3,7 8,0E-3 

Fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa 

Oxidación de ácidos grasos 

SCO6026 fadB1 36 h 2,4 2,3E-2 
Complejo de oxidación 
de ácidos grasos 

(Menéndez-Bravo et al., 
2017) 

SCO6067 fadA1 36 h 2,6 8,0E-3 Tiolasa 

Metabolismo de la etanolamina 

SCO1611 - 36 h 2,2 2,1E-5 Deshidrogenasa 
(Krysenko et al., 2019) SCO1612 - 36 h 2,3 2,2E-4 Deshidrogenasa 

SCO1613 glnA4 36 h 2,3 1,3E-4 Sintetasa 

Biosíntesis de alanina 

SCO1705 - 36 h 2,2 2,8E-2 Oxidasa 

KEGG 
BioCyc 

SCO1706 - 36 h 2,9 3,0E-3 Deshidrogenasa 

SCO6414 - 36 h 3,2 3,0E-5 Ureidopropionasa 

SCO6415 hyuA 36 h 3,3 8,0E-7 Hidantoinasa 

SCO6416 - 36 h 3,1 1,3E-5 Deshidrogenasa 

Biosíntesis de inositol 

SCO3899 inoA 24 h -3,1 1,4E-93 
Mio-inositol-1-fosfato 
sintasa (Zhang et al., 2012) 

SCO3900 inoR 24 h -2,8 2,4E-35 Regulador 

Degradación de metionina / cisteína 

SCO1294 - 36 h 2,4 
1,1E-2 Metionina gamma-

liasa 
- 

Transportadores 

SCO2979 aglF 36 h 2,3 8,0E-3 Transportador 
(Bertram et al., 2004) 

SCO2980 aglG 36 h 2,3 8,0E-3 Transportador 

SCO5232 dasA 36 h -2,4 7,0E-3 Transportador (Saito et al., 2007) 

Genes de interés que no superan los filtros por poco 

SCO2781 viuB 36 h -2,1 7,6E-2 Producto desconocido (Tunca et al., 2007) 

SCO6732 fadB2 36 h 3,0 6,1E-2 
Complejo de oxidación 
de ácidos grasos 

(Menéndez-Bravo et al., 
2017) 

SCO6788 fadA3 36 h 2,6 6,0E-2 Tiolasa 

SCO6789 fadB3 36 h 2,5 5,1E-2 
Complejo de oxidación 
de ácidos grasos 

 



CAPÍTULO 1: El Sistema de Dos Componentes AbrB1/B2 

82 

Metabolismo del hierro 

Los sistemas de captación de hierro (desBD) y almacenamiento de hierro (bfr) se encontraron 

subexpresados en la cepa mutante a 36 horas. Los genes desB (SCO2783) y desD (SCO2875) 

participan en la biosíntesis de deferoxamina, sideróforo que interviene en la captación de hierro 

(Barona-Gómez et al., 2004). El gen bfr (SCO2113) codifica una bacterioferritina, una proteína 

de almacenamiento de hierro intracelular. 

Otro gen destacable que no superó por poco los filtros establecidos (padj 0,076) fue viuB 

(SCO2781), que se encontró subexpresado en la cepa mutante a 36 horas. Este gen, adyacente 

a desBD y con una tendencia similar, parece estar implicado en la captación de sideróforos como 

la deferoxamina (Tunca et al., 2007). 

El metabolismo del hierro se puede integrar con la respuesta a antibióticos y al estrés oxidativo. 

La acción de los antibióticos en procesos celulares esenciales (como la síntesis de la pared celular 

en el caso de la vancomicina) puede generar ciertas disfunciones en la cadena respiratoria. Esto 

daría lugar a un incremento en la concentración de especies reactivas de oxígeno (ROS), que 

desestabilizan los clústeres hierro-azufre presentes en múltiples proteínas, liberando hierro y 

dando lugar a la reacción de Fenton, lo que potencia como un bucle de retroalimentación 

positivo el efecto tóxico de los ROS, y a su vez del antibiótico. 

Gluconeogénesis 

La cepa mutante ΔabrB1/B2 presentó, a 36 horas, la sobreexpresión de los genes SCO2494 y 

pckG (SCO4979), implicados en los pasos iniciales de la gluconeogénesis. Ambos genes forman 

parte del nodo fosfoenolpiruvato-piruvato-oxalacetato (PEP-PYR-OXA), punto central en el 

metabolismo del carbono. El gen SCO2494 codifica una enzima piruvato fosfato diquinasa, 

mientras que el gen pckG codifica una enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (Llamas-

Ramírez et al., 2020). 

Oxidación de ácidos grasos 

El sistema fadA1/B1 (SCO6026/27) se encontró sobreexpresado a 36 horas en la cepa mutante. 

Este sistema está involucrado en los pasos finales de la β-oxidación de ácidos grasos, y es 

esencial en la asimilación de ácidos grasos exógenos ya que es clave en la acumulación y 

movilización de triacilgliceroles en S. coelicolor (Menéndez-Bravo et al., 2017). 
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Otros genes destacables que no superaron por poco los filtros establecidos (0,05 < padj < 0,07) 

fueron los otros sistemas implicados en los pasos finales de la β-oxidación de ácidos grasos: 

fadB2 (SCO6732) y fadA3/B3 (SCO6788/89) (Menéndez-Bravo et al., 2017), que se encontraron 

también sobreexpresados en la cepa mutante a 36 horas. 

Metabolismo de la etanolamina 

El operón SCO1611-13 se encontró sobreexpresado en la cepa mutante a 36 horas. Aunque el 

operón completo se encuentra relacionado con el metabolismo de la etanolamina, solo glnA4 

(SCO1613) ha sido estudiado en profundidad. Gln4 es una enzima γ-glutamil-etanolamida 

sintetasa, que permite a S. coelicolor utilizar la etanolamina como fuente alternativa de carbono 

y nitrógeno. GlnA4 es inducida en presencia de etanolamina (que podría ser captada por S. 

coelicolor mediante difusión o transportadores de baja afinidad, ya que no se han identificado 

permeasas específicas de esta molécula), y cataliza la reacción entre glutamato y la etanolamina 

para dar lugar a γ-glutamiletanolamida. Se ha propuesto que SCO1611 podría catalizar la 

deshidratación de γ-glutamiletanolamida para dar lugar a γ-glutamilacetaldehído, que a su vez 

sería convertido en γ-glutamilglicina por SCO1612, que finalmente podría ser hidrolizada a 

glicina y glutamato, aunque estas últimas reacciones no se han demostrado experimentalmente 

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

La etanolamina es uno de los componentes de la fosfatidil-etanolamina, principal fosfolípido en 

las membranas bacterianas, por lo que el metabolismo de este compuesto se podría relacionar 

directamente con la oxidación de ácidos grasos, la gluconeogénesis y la resistencia a 

vancomicina, y podría indicar la coordinación de estos procesos dentro de la cascada de 

regulación del sistema AbrB1/B2. Los antibióticos activos contra la pared celular (y en general 

cualquier daño contra este componente de la célula) pueden dar lugar a lisis celular y a la 

liberación de membranas celulares al medio. La utilización de estas membranas, y en concreto 

de sus fosfolípidos constituyentes, como fuente energética se lleva a cabo a través de la 

oxidación de ácidos grasos y la metabolización de la etanolamina, lo que a su vez afecta a otros 

procesos metabólicos como un favorecimiento de la gluconeogénesis frente a la glucolisis. 

Biosíntesis de alanina 

La cepa mutante ΔabrB1/B2 presentó la sobreexpresión a 36 horas de varios genes implicados 

en la biosíntesis de alanina: SCO1705/06 y SCO6414/15/16, de acuerdo con las bases de datos 

KEGG (Kanehisa et al., 2021) y BioCyc (Karp et al., 2018). 
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La alteración en la síntesis de alanina podría estar relacionada con la resistencia a vancomicina, 

ya que los cambios en la síntesis de la pared celular que dirige el clúster van suponen una 

alteración de los requerimientos de alanina (se modifica el extremo D-Ala-D-Ala del Lípido II por 

D-Ala-D-Lac). 

Biosíntesis de inositol  

El operón inoAR (SCO3899/3900) se encontró subexpresado a 24 horas en la cepa mutante 

ΔabrB1/B2. Este operón, que permite la biosíntesis de inositol, está formado por el regulador 

InoR y la enzima mio-inositol-fosfato sintasa InoA. Aunque el inositol normalmente está 

relacionado con el proceso de diferenciación como precursor de fosfolípidos de membrana 

(Zhang et al., 2010, 2012), esta molécula también juega un papel como precursor del micotiol, 

un compuesto que protege a S. coelicolor del estrés oxidativo, como el glutatión en otros 

organismos (Park & Roe, 2008). La ausencia de diferencias fenotípicas significativas a nivel de 

desarrollo entre las cepas silvestre y mutante parecen indicar que, en las condiciones 

estudiadas, la síntesis de inositol esté más relacionada con la respuesta a estrés oxidativo 

(comparten la misma tendencia de expresión diferencial) que con el proceso de diferenciación. 

Degradación de metionina / cisteína 

El gen SCO1294 se encontró sobreexpresado en S. coelicolor a 36 horas. Aunque este gen no ha 

sido estudiado en S. coelicolor, su homólogo en S. avermitilis, SAV7062 (con el que comparte 

una identidad a nivel de la secuencia de aminoácidos del 80%, inclusive los residuos esenciales 

Lys221 y Tyr131), se ha descrito como una enzima L-metionina-γ-liasa que degrada metionina, 

cisteína y derivados (Kudou et al., 2015). La alteración de la degradación de metionina / cisteína 

podría estar relacionada con la alteración en la respuesta a estrés oxidativo identificada, ya que 

se requiere de cisteína para la síntesis de micotiol que se ha mencionado previamente (en el 

apartado “Biosíntesis de inositol”). 

Transportadores  

Varios sistemas de transporte se encontraron diferencialmente expresados entre la cepa 

silvestre y la cepa mutante.  

El operón aglFG (SCO2979/80) se encontró sobreexpresado en la cepa mutante a 36 horas. 

Estudios in silico sugieren que estos genes codifican una permeasa de α-glucósidos (Bertram et 

al., 2004).  
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El gen dasA (SCO5232) se encontró subexpresado en la cepa mutante a 36 horas. DasA participa 

en el sistema de captación de N,N’-diacetil-quitobiosa y moléculas similares como N-acetil-

glucosamina (Saito et al., 2007). Aunque el papel de DasA normalmente se relaciona con el 

metabolismo de la quitina, en el contexto estudiado podría estar relacionado con la 

remodelación de la pared celular del mecanismo de resistencia a vancomicina, en cuanto al 

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

C1.7.4 - Genes implicados en desarrollo y diferenciación 

Los genes expresados diferencialmente entre las cepas silvestre y mutante ΔabrB1/B2 

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

Tabla C1.4. Genes diferencialmente expresados por la deleción ΔabrB1/B2 relacionados con los 
procesos de desarrollo / diferenciación. Los genes sobreexpresados en la cepa mutante (FC > 2) aparecen 
marcados en verde. 

Gen Nombre  Tiempo 
FC 
(ΔB/  ) 

padj Produto Referencia 

SCO4002 nepA 36 h 2,5 7,0E-3 Proteína estructural (De Jong et al., 2009) 

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

SCO7314 sigM 24 h 2,1 6,6E-7 
Factor sigma de la RNA 
polimerasa 

(Lee et al., 2005) 

 

El gen nepA (SCO4002) se encontró sobreexpresado en la cepa mutante a 36 horas. NepA es una 

proteína estructural de la pared celular y está relacionada con el mantenimiento del proceso de 

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

El gen ramS (SCO6682) se encontró sobreexpresado en la cepa mutante a 24 horas. RamS es el 

precursor de SapB, un péptido morfogenético que interviene como surfactante en el desarrollo 

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

El gen sigM (SCO7314) se encontró sobreexpresado en la cepa mutante a 24 horas. El Factor 

Sigma M (SigM) constituye el último paso en la cascada de regulación del Factor Sigma B (sigB, 

SCO0600), y participa en los procesos de diferenciación y protección frente a estrés oxidativo y 

osmótico (Lee et al., 2005). La ruta del Factor Sigma B induce la respuesta a estrés oxidativo vía 

Factor Sigma M al controlar la expresión de la catalasa CatB (SCO0666). Aunque esto parece 

estar en contradicción con la subexpresión del sistema de respuesta a estrés oxidativo 

hidroperóxido-reductasa que presenta el mutante ΔabrB1/B2, hay que tener en cuenta que el 

sistema catalasa y el sistema hidroperóxido-reductasa actúan de forma alternativa, por lo que 

el papel de SigM podría tener que ver con la coordinación del estrés oxidativo más que con su 
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inducción propiamente dicha a nivel global. SigM está controlado por el factor anti-sigma RsmA 

(SCO7313); sin embargo, esta regulación no está dada por los niveles de RsmA sino por la 

presencia de un clúster hierro-azufre en este regulador (Gaskell et al., 2007), por lo que, aunque 

la expresión de rsmA no se ve alterada en las condiciones estudiadas, su acción puede 

encontrarse alterada como consecuencia de las diferencias observadas en el metabolismo del 

hierro y la respuesta a estrés oxidativo. 

No se observaron cambios fenotípicos significativos en el crecimiento, desarrollo ni 

diferenciación entre las cepas silvestre y mutante, a pesar de la expresión diferencial de estos 

tres genes. En el caso de nepA, su expresión diferencial podría tratarse de un efecto secundario 

de la remodelación de la pared celular debida a la resistencia a vancomicina, ya que codifica una 

proteína estructura ubicada en la pared celular. En el caso de ramS, la ausencia de cambios 

fenotípicos en medio mínimo ya se ha descrito previamente, puesto que solo las chaplinas ChpA-

H son necesarias para la formación del micelio aéreo en este medio (Capstick et al., 2007; Kodani 

et al., 2004), y su expresión diferencial (ramS) también podría estar provocada por la 

remodelación de la pared celular. Finalmente, en el caso de sigM, podría deberse a que su papel 

en las condiciones estudiadas esté más relacionado con la coordinación de la respuesta a estrés 

oxidativo que con el proceso de diferenciación. 

C1.7.5 - Otros genes diferencialmente expresados 

Los genes expresados diferencialmente entre las cepas silvestre y mutante ΔabrB1/B2 cuya 

función y/o papel biológico se desconocen se muestran en la Tabla C1.5. 

Un gen destacable es SCO7536, que presentó las mayores diferencias de expresión a 24 horas 

(FC -17) y a 36 horas (FC -27), y codifica para un potencial exportador de drogas, aunque no hay 

ningún estudio acerca del mismo. 

Tabla C1.5. Genes diferencialmente expresados por la deleción ΔabrB1/B2 con función y/o papel 
biológico desconocidos. Los genes sobreexpresados en la cepa mutante (FC > 2) aparecen marcados en 
verde; mientras que los genes subexpresados en la cepa mutante (FC < -2) aparecen marcados en rosa. 

Gen Tiempo  C (ΔB/  ) padj Producto 

SCO0644 36 h -2,1 3,0E-3 Producto desconocido 

SCO1105 36 h 2,5 1,5E-5 Producto desconocido 

SCO1528 36 h 2,9 1,9E-2 Factor de elongación G 

SCO1550 
24 h -2,2 8,7E-15 

Producto desconocido 
36 h -2,2 3,0E-3 

SCO1573 36 h -2,1 2,8E-2 Oxidorreductasa 

SCO1700 36 h -2,0 2,5E-2 Producto desconocido 

SCO1746 36 h 3,0 6,0E-5 Proteasa 
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Gen Tiempo  C (ΔB/  ) padj Producto 

SCO2275 36 h 2,1 2,1E-2 Transportador 

SCO2360 36 h -4,0 2,0E-3 Producto desconocido 

SCO2616 36 h 3,0 1,0E-3 Producto desconocido 

SCO2722 36 h -5,3 5,6E-13 Transportador 

SCO2723 36 h -6,6 9,3E-20 Transportador 

SCO2967 36 h -2,1 1,0E-2 Proteasa 

SCO3657 36 h 2,9 1,5E-5 Producto desconocido 

SCO4011 36 h -2,5 7,7E-6 Producto desconocido 

SCO4043 36 h -2,0 2,7E-2 Producto desconocido 

SCO4189 36 h 3,0 2,0E-3 Producto desconocido 

SCO4214 36 h -2,2 2,1E-2 Producto desconocido 

SCO4902 24 h 2,4 3,1E-7 Proteína de unión a ATP 

SCO5142 36 h -2,2 3,9E-2 Producto desconocido 

SCO5207 36 h 4,2 3,2E-4 Producto desconocido 

SCO5249 36 h 3,1 7,4E-7 Proteína de unión a nucleótidos 

SCO5250 36 h 2,3 3,1E-2 Poliprenil sintetasa 

SCO5402 36 h -3,4 1,0E-3 Proteasa 

SCO5447 36 h 5,5 2,7E-12 Proteasa 

SCO5575 36 h -2,0 4,2E-2 Producto desconocido 

SCO6045 36 h 2,7 3,8E-5 Producto desconocido 

SCO6440 36 h 9,9 5,6E-13 Sintasa 

SCO6441 36 h 9,8 2,2E-14 Deshidrogenasa 

SCO6442 36 h 9,4 2,7E-13 Deshidrogenasa 

SCO6443 36 h 9,4 4,2E-10 Metiltransferasa 

SCO6543 36 h 4,0 4,0E-3 Producto desconocido 

SCO6728 36 h -2,6 1,9E-2 Producto desconocido 

SCO6931 24 h 2,3 4,5E-5 Producto desconocido 

SCO7013 24 h 7,1 8,8E-13 Proteína de unión a soluto extracelular 

SCO7014 24 h 4,2 2,2E-5 Regulador 

SCO7229 36 h -2,2 3,9E-2 Producto desconocido 

SCO7460 36 h -2,3 6,8E-5 Producto desconocido 

SCO7536 
24 h -17,2 4,8E-254 

Transportador 
36 h -26,6 1,2E-51 

SCO7612 36 h -2,4 2,1E-5 Producto desconocido 

 

C1.7.6 - Validación de los resultados  

Para validar los resultados obtenidos mediante RNAseq, se analizó la expresión diferencial de 

varios genes mediante RT-qPCR; se seleccionaron tanto genes sobreexpresados como 

subexpresados en la cepa mutante que estuvieran implicados en diferentes procesos biológicos 

(producción de antibióticos, respuesta a estrés, etc.): bfr (SCO2113), ecrA1 (SCO2518), vanJ 

(SCO3592), redG (SCO5897), SCO6440 y SCO7536. La tendencia de expresión diferencial 

obtenida para todos estos genes fue la misma tanto por RT-qPCR como por RNAseq. En el caso 

de los genes subexpresados en la cepa mutante, los valores de FC fueron similares; mientras que 

en los genes sobreexpresados en la cepa mutante, se observaron FC aún mayores por RT-qPCR 

(Figura C1.18.A). 
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Adicionalmente, se comprobaron las lecturas obtenidas mediante el RNAseq en la región 

correspondiente a los genes abrB1/B2. En la cepa silvestre se detectó la expresión de ambos 

genes como operón, y de forma independiente a los genes adyacentes. En la cepa mutante, no 

se obtuvo ninguna lectura en la región delecionada, tal y como era de esperar (Figura C1.18.B). 

 

B

Figura C1.18. Validación de los resultados obtenidos por RNAseq. [A] Comparación de los FC de
varios genes diferencialmente expresados en la cepa ΔabrB1/B2 obtenidos por RNAseq y por RT-
qPCR. [B] Lecturas obtenidas por RNAseq en la región genómica 2326280-2333070 (incluye los genes
SCO2164-68) en una de las muestras de la cepa silvestre y en una de las muestras de la cepa mutante
(en ambos casos de 36 horas de cultivo).
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C1.7.7 - Búsqueda de motivos implicados en la regulación de AbrB1/B2 

Se analizaron los promotores de los genes diferencialmente expresados obtenidos cuando se 

deleciona AbrB1/B2, para buscar potenciales motivos implicados en la regulación que ejerce 

este sistema. Este análisis se realizó mediante las herramientas MEME (Bailey & Elkan, 1994) y 

GLAM2 (Frith et al., 2008).  

No se encontraron potenciales motivos implicados en la regulación de AbrB1/B2. Esto podría 

indicar que el motivo de unión a DNA que reconoce el regulador de respuesta AbrB1 es muy 

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

C1.8 - Análisis de la resistencia a vancomicina 

AbrB1/B2 parece controlar los niveles basales de expresión del clúster de resistencia a 

vancomicina (vanSRJKHAX), tal y como mostraron los resultados del análisis transcriptómico. Sin 

embargo, esto no indica necesariamente que afecte al nivel de resistencia a vancomicina de S. 

coelicolor, ya que el operón de resistencia van responde a la presencia del antibiótico a través 

del sistema de dos componentes VanSR. 

Para determinar el papel de AbrB1/B2 en este proceso se analizó el comportamiento fenotípico 

de las cepas silvestre y mutante ΔabrB1/B2 en respuesta a concentraciones crecientes de 

vancomicina en el medio. Por un lado, se analizó la ratio de supervivencia de esporas de ambas 

cepas en medio NMMP sólido (Figura C1.19.A). Por otro lado, se analizó la concentración mínima 

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

La deleción del sistema AbrB1/B2 incrementa la susceptibilidad de S. coelicolor a la vancomicina, 

ya que disminuye la ratio de supervivencia de sus esporas frente a este antibiótico, así como la 

concentración de antibiótico necesaria para inhibir su crecimiento. Estos resultados, junto con 

la alteración de los niveles basales de expresión del clúster de resistencia van, indican que el 

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

Aunque el principal interés a la hora de estudiar AbrB1/B2 fue su implicación en la producción 

de antibióticos, su participación en la resistencia a vancomicina podría ser clave en cuanto a su 

papel fisiológico. Además, este proceso presenta un especial interés ya que está alineado con 

una de las principales motivaciones de este trabajo, hacer frente al problema de la resistencia a 

los antibióticos. 
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C1.9 - AbrB1/B2, homólogo de VraR/S y LiaR/S 

El papel de AbrB1/B2 en la resistencia a vancomicina nos llevó a buscar homólogos de este 

sistema en bacterias de relevancia clínica, como enterococos, cuyas cepas resistentes a 

vancomicina (VRE) constituyen una seria amenaza para la salud pública. La búsqueda y análisis 

se realizaron fundamentalmente en base a los RR, mucho mejor conservados entre las

distintas especies en comparación con las HK y, además, mucho mejor caracterizados y

estudiados. 

A

B

Figura C1.19. Análisis de la resistencia a vancomicina. [A] Ratio de supervivencia de esporas de las
cepas silvestre (wt) y mutante (ΔB) frente a concentraciones crecientes de vancomicina. Las barras
de error muestran la desviación estándar de cuatro réplicas. A la derecha se muestra fotografías de
las colonias de ambas cepas en ausencia de antibiótico y frente a 10 μg/mL de vancomicina (todas las
fotografías se corresponden a secciones de 4 cm de las placas). [B] Análisis del crecimiento de las
cepas silvestre (wt) y mutante (ΔB) tras 2, 4 y 7 días de cultivo en presencia de concentraciones
crecientes de vancomicina. El color rojo que muestra el micelio se corresponde con la
undecilprodigiosina; el color azul de los pocillo se corresponde con la actinorrodina.
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En la literatura, uno de los pocos sistemas descrito que regula a VanR/S (como AbrB1/B2 en S. 

coelicolor, tal y como se ha observado en este trabajo) es VraR/S en Staphylococcus aureus 

(Qureshi et al., 2014). El alineamiento de la secuencia de aminoácidos entre AbrB1 y VraR mostró 

una identidad y una similitud del 34% y del 55% respectivamente (Figura C1.20.A), similar a la 

descrita para otros homólogos presentes en ambas especies. La similitud de secuencia a nivel 

local entre ambos reguladores de respuesta es incluso más reveladora (Figura C1.20.B), ya que 

tanto el dominio de fosforilación/oligomerización (REC) como el dominio de unión a DNA (HTH-

LuxR) presentan mayor similitud que la media global (la sección que une ambos dominios se 

encuentra muy poco conservada, lo que disminuye la similitud global). Es más, se realizó un 

análisis filogenético entre AbrB1 (S. coelicolor), VraR (S. aureus) y otros reguladores de respuesta 

involucrados en la resistencia a vancomicina en S. aureus (VanR, WalR y GraR), que mostró que 

VraR presenta una relación más próxima a AbrB1 que a los otros reguladores presentes en el 

estafilococo (Figura C1.20.C).  

Resultados similares se encontraron cuando se comparó AbrB1 con LiaR, perteneciente 

al TCS LiaRS presente en Enterococcus faecium (y en otros muchos organismos como 

Bacillus subtilis o Streptococcus mutans). Es destacable además que VraR y LiaR son 

homólogos muy cercanos, ya que presentan una alta similitud a nivel de secuencia proteica 

(similitud del 78%, e identidad del 59%), una estructura terciaria casi idéntica (en ambos casos, 

la estructura terciaria ha sido obtenida experimentalmente por difracción de rayos X), y un 

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

Tanto VraR/S como LiaR/S están involucrados en la respuesta a estrés de las envueltas celulares, 

y parecen detectar perturbaciones en la pared celular más que a un determinado antibiótico 

(como sucede por ejemplo en el caso del sistema VanR/S); aunque la señal o señales específicas 

de activación no están claras (Draper et al., 2015; Gardete et al., 2006; Klinzing et al., 2013; 

Kuroda et al., 2003; Mascher et al., 2004; Qureshi et al., 2014; Suntharalingam et al., 2009; 

Tierney & Rather, 2019; Yin et al., 2006). Ambos sistemas responden a daños en esta envuelta 

celular a través de la activación de sistemas involucrados en el mantenimiento de la integridad 

de la pared celular (como la ruta de biosíntesis de peptidoglicano) y otros procesos celulares 

claves (Chen, Xiong, et al., 2016; Draper et al., 2015; Gardete et al., 2006; Klinzing et al., 2013; 

Kuroda et al., 2003; Suntharalingam et al., 2009; Tierney & Rather, 2019).  
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Para determinar si el papel de AbrB1/B2 era similar, se analizó la capacidad de supervivencia de 

esporas de las cepas silvestre y mutante ΔabrB1/B2 en medio sólido NMMP con concentraciones 

crecientes de penicilina G, un antibiótico β-lactámico que inhibe la síntesis de la pared celular, 

aunque de forma distinta a la vancomicina, ya que en este caso inhibe a la enzima transpeptidasa 

encargada de formar los entrecruzamientos en el peptidoglucano (Figura C1.20.E). Se observó 

que el mutante ΔabrB1/B2 presentó una mayor sensibilidad a este antibiótico. 

Los genes adyacentes a estos sistemas también son relevantes (Figura C1.20.F). En el caso de 

VraR/S, que forma parte del operón vraUTSR en Staphylococcus aureus, se ha observado que 

VraT es una proteína de membrana que podría detectar daños en la pared celular e interaccionar 

con VraS para permitir la activación de VraR y por ende, la respuesta a estrés regulada por este 

sistema (Boyle-Vavra et al., 2013). En el caso de LiaR/S, otro de los componentes de su operón, 

la proteína de membrana LiaF, es la que parece participar en la activación de la respuesta a 

estrés (Jordan et al., 2006; Tran et al., 2015). En el caso de Streptomyces coelicolor, AbrB1/B2 

no está asociada a ninguna proteína de membrana que pueda estar implicada en la activación 

del sistema como VraT o LiaF, ya que el operón solo está formado por abrB1/B2. Sin embargo, 

el gen SCO2168, cercano al sistema, es homólogo a pspA, y ha sido estudiado en Streptomyces 

lividans (Vrancken et al., 2008), donde se ha observado su participación en la respuesta a estrés 

de la membrana plasmática. De hecho, un homólogo de PspA es LiaH de Bacillus subtilis (en este 

organismo el clúster lia está formado por dos operones: liaIH y liaGFSR), y se ha observado que 

también interviene en la respuesta a daños en la pared celular (Jordan et al., 2006; Tran et al., 

2015). Aunque el gen SCO2168 no parece estar regulado por AbrB1/B2 en las condiciones 

estudiadas, ya que la eliminación del sistema no da lugar a una expresión diferencial de este 

gen, es interesante su proximidad en el genoma, su conservación a nivel evolutivo y la 

participación en la respuesta a daños en las envueltas celulares.  

Teniendo todo esto en cuenta, el papel fisiológico de AbrB1/B2 podría estar relacionado con la 

detección de daño en la pared celular (de forma similar a VraR/S y LiaR/S) y la regulación de 

sistemas que participan en el mantenimiento de la integridad de la pared celular, como el clúster 

van, cuyo sistema de dos componentes VanR/S detecta moléculas de vancomicina y promueve 

la remodelación de la pared celular como protección.  

Hasta ahora, la principal ruta de control de la integridad de la pared celular descrita en S. 

coelicolor era la formada el TCS CseC/B, que responde a daños en esta envoltura (proceso en el 

que está implicada la lipoproteína CseA) y activa la ruta del factor sigma de función 

extracitoplasmática SigE, que controla la composición de la pared celular y está relacionado con 
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el clúster van (Hong et al., 2002; Hutchings, Hong, Leibovitz, et al., 2006; Paget, Chamberlin, et 

al., 1999; Paget, Leibovitz, et al., 1999). CseC/B también actúa como regulador negativo de la 

producción de antibióticos (de forma similar a AbrB1/B2) y regulador positivo del proceso de 

esporulación. Sin embargo estos efectos solo aparecen a bajas concentraciones de magnesio 

(0,1 mM) y no a alto niveles (2,0 - 5,0 mM), que son las condiciones en las que se ha estudiado 

AbrB1/B2, por lo que pueden actuar como sistemas alternativos de control de la integridad de 

la pared celular en diferentes situaciones. 

Finalmente hay que destacar que en S. coelicolor la resistencia a vancomicina es dependiente 

de los niveles de fosfato, ya que altas concentraciones del mismo en el medio incrementan la 

susceptibilidad a este antibiótico. Sin embargo, este proceso no está mediado por el principal 

regulador del metabolismo del fosfato, el sistema de dos componentes PhoR/P (Santos-Beneit 

& Martín, 2013), sino que parece estar relacionado con el metabolismo de la pared celular, ya 

que la deleción o mutación de genes implicados en este proceso superan el efecto del fosfato 

en la resistencia a vancomicina (Santos-Beneit, 2018; Santos-Beneit et al., 2014). 

C1.10 - Modelización estructural del regulador de respuesta AbrB1 

La estructura de los homólogos de AbrB1, VraR y LiaR, ha sido determinada experimentalmente 

(Tabla C1.6), lo que ha permitido establecer su dinámica molecular así como los residuos claves 

para que estos reguladores lleven a cabo su función (Davlieva et al., 2015, 2016; Donaldson, 

2008; Leonard et al., 2013).  

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

PDB ID Proteína Estado Método Resolución Rfree Rwork Referencia 

4GVP VraR Inactivo Difracción Rayos-X 2,03 Ȃ 0,229 0,172 
(Leonard et al., 
2013) 

4IF4 VraR Activo-BeF3 Difracción Rayos-X 2,35 Ȃ 0,226 0,181 
(Leonard et al., 
2013) 

5HEV LiaR Activo-BeF3 Difracción Rayos-X 3,19 Ȃ 0,270 0,219 
(Davlieva et al., 
2016) 

*Sólo se incluyen los modelos estructurales de las proteínas completas, no aquellos correspondientes únicamente al dominio de 
unión al DNA (VraR-S.aureus: 2RNJ; LiaR-E.faecalis: 4WSZ, 4WT0, 4WU4, 4WUH, 4WUL). 

Se llevó a cabo la modelización estructural por homología del regulador de respuesta AbrB1 

mediante SWISS-Model (Waterhouse et al., 2018). Las estructuras de VraR se utilizaron como 

modelo: en el caso del regulador inactivo se empleó la estructura 4GVP, mientras que en el caso 

del regulador activo se empleó la estructura 4IF4. Las estructuras de AbrB1 obtenidas se 

refinaron y optimizaron mediante GalaxyRefine2 (Lee et al., 2019), y su calidad se evaluó 

mediante MolProbity (Williams et al., 2018) (Figura C1.21, Figura C1.22).  
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Figura C1.21. Evaluación de la calidad del modelo estructural de AbrB1 (estado inactivo). [A]
Modelo estructural de AbrB1 en estado inactivo; se indican los dominios del regulador, así como la
superficie de Van der Waals. La modelización por homología se realizó en base a la estructura 4GVP
(regulador VraR inactivo). [B] Diagramas de Ramachandran del modelo estructural de AbrB1 en
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QMEANDisCo, así como un análisis detallado realizado con MolProbity.
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Todos los residuos claves identificados en VraR y LiaR se encontraron conservados en AbrB1, 

tanto a nivel de secuencia de aminoácidos como en su disposición tridimensional en los modelos 

estructurales generados (Figura C1.23, Figura C1.24, Figura C1.25). 
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Figura C1.23. Comparación de secuencias de AbrB1, VraR y LiaR. Se muestra la secuencia proteica
del regulador de respuesta AbrB1 (S.coelicolor). Por encima de la secuencia se muestra la estructura
secundaria (láminas-β en verde y hélices-α en azul) en base al modelo obtenido para el regulador en
su forma activa. Por debajo de la secuencia se muestra la comparación con las secuencias proteicas
de los reguladores VraR (S.aureus) y LiaR (E.faecium); se indican los aminoácidos idénticos ( * ), los
aminoácidos similares ( : ) y los huecos ( - ), así como los aminoácidos correspondientes al sitio de
fosforilación (Asp9, Asp55 y Lys107) y al sitio de reconocimiento del DNA (Thr192 - Asn198).
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Figura C1.24. Características estructurales del regulador AbrB1. [A] Cambio conformacional
correspondiente a la activación de AbrB1 por la fosforilación de Asp55. [B] Modelo de AbrB1 en su
estado inactivo (se indica la estructura secundaria: láminas-β en verde, y hélices-α en azul). Se
muestra el sitio de fosforilación en el estado inactivo; así como las hélices-α que intervienen en el
empaquetamiento de los dominios REC y HTH-LuxR. [C] Modelo de AbrB1 en su estado activo (se
indica la estructura secundaria: láminas-β en verde, y hélices-α en azul). Se muestra el sitio de
fosforilación en el estado activo; así como la hélice que se une al DNA (se indica también la superficie
de Van der Waals y las cargas).
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Figura C1.25. Características estructurales del regulador AbrB1 (homodímero). [A] Homodímero de
AbrB1. A la izquierda se indican los protómeros de regulador que forman la proteína oligomérica. A
la derecha se indican los dominios de los protómeros. [B] Interacción que permite la formación de
homodímeros de AbrB1. Leucinas protuberantes (Leu13) en cada uno de los protómeros
interacciona con un bolsillo hidrofóbico presente en el otro protómero (formado por Leu14, Phe18,
Leu21, Val22, Leu84 y Leu114). [C] Interacción de un homodímero de AbrB1 con una molécula de
DNA (se marcan las hélices que interaccionan con el DNA).
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Dominios REC y HTH-LuxR 

Tanto el núcleo de láminas-β del dominio REC, como el núcleo de hélices-α del dominio HTH-

LuxR mostraron un elevado grado de conservación en AbrB1 con respecto a VraR y LiaR (Figura 

C1.23). 

Cambios conformacionales (activación del regulador) 

Cuando el regulador se encuentra en su forma inactiva, el dominio REC (a través de las hélices 

α3 y α4) se encuentra interaccionando con el dominio HTH-LuxR (a través de hélice α4) mediante 

una interfase hidrofóbica estabilizada por puentes salinos y puentes de hidrógeno. Este 

empaquetamiento da lugar a una conformación “cerrada” del regulador. Cuando se produce la 

fosforilación de Asp55, se originan una serie de cambios conformacionales que permiten la 

separación del dominio REC y HTH-LuxR, adquiriendo una conformación mucho más “flexible” 

que permite la formación de homodímeros y la interacción con el DNA (Figura C1.24.A-B). 

Sitio de fosforilación  

El sitio de fosforilación se encuentra completamente conservado: tanto el residuo que se 

fosforila para la activación del regulador (Asp55), como los residuos que interaccionan con el 

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

En el regulador en estado inactivo, el residuo Asp55 se encuentra interaccionando con Lys107 

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

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

Sitio de reconocimiento del DNA 

Todos los residuos pertenecientes al sitio de unión al DNA se encuentran conservados, desde 

Thr192 a Asn198, además de los residuos que estabilizan la unión al DNA (Arg165, Asn179 y 

Arg209) (Figura C1.23). La hélice-α que forman estos residuos presenta carga positiva, lo que 

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

Hay que destacar que la secuencia consenso identificada para LiaR es T(X)4C(X)4G(X)4A (Davlieva 

et al., 2015). El elevado grado de degeneración de la secuencia diana del regulador podría ser 

similar en el caso de AbrB1, lo que explicaría la dificultad de encontrar motivos de unión cuando 

se analizaron los promotores de los genes diferencialmente expresados obtenidos en el análisis 

transcriptómico. 
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Dimerización del regulador activo  

La formación de homodímeros en el caso del regulador VraR es posible gracias a la interacción 

de una metionina protuberante presente en cada uno de los protómeros con un “bolsillo” 

hidrofóbico del dominio REC presente en el otro protómero, sólo accesible cuando el regulador 

se encuentra fosforilado y activo.  

En el caso de AbrB1, aunque los residuos no están completamente conservados, si se mantiene 

la hidrofobicidad de la región. La metionina protuberante presente en VraR ha sido sustituida 

por una leucina (Leu13) en AbrB1; ambos aminoácidos presentan una hidrofobicidad casi 

idéntica (Finney et al., 1980; Guy, 1985). Lo mismo ocurre con el “bolsillo” hidrofóbico; aunque 

los residuos no son idénticos, se sigue conservando la hidrofobicidad: Leu14, Phe18, Leu21, 

Val22, Leu84 y Leu114 (Figura C1.25).  

C1.11 - Publicaciones científicas 

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

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

 
 
Sánchez de la Nieta, R., Antoraz, S., Alzate, J.F., Santamaría, R.I., & Díaz, M. (2020). Antibiotic production and antibiotic 

resistance: the two sides of AbrB1/B2, a two-component system of Streptomyces coelicolor. Frontiers in 
Microbiology, 11(587750). https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.587750 
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CAPÍTULO 2 

El Regulador de Respuesta huérfano Aor1 

Aor1 es un oRR de S. coelicolor codificado por el gen SCO2281. Está implicado en la regulación 

de la producción de antibióticos, entre otros procesos, y ha sido descrito por nuestro grupo de 

investigación (Antoraz et al., 2017).  

Al ser un regulador huérfano, el gen aor1 no está asociado a ninguna HK a nivel genómico, 

aunque forma parte del operón SCO2279-82 (se desconoce la función de los productos de 

SCO2279 y SCO2282; SCO2281 codifica un potencial regulador transcripcional; Figura C2.1.A). La 

proteína Aor1 presenta un tamaño de 227 aminoácidos (24,7 kDa), y consta de un dominio 

receptor REC (aa 9-128) que contiene el sitio de fosforilación (Asp60), y un dominio de unión a 

DNA HTH-LuxR (aa 156-218) de la familia NarL (Figura C2.1.B). Además, se encuentra muy 

conservada dentro del género Streptomyces.  

Se han identificado potenciales HK que podrían estar relacionadas con Aor1 a través de 

herramientas2,3 in silico de predicción de interacciones proteína-proteína (Balewski & Hallberg, 

2019; Burger & Van Nimwegen, 2008): SCO3750, SCO6424, SCO4667, SCO4598, SCO4597, 

SCO2215, SCO2359 y SCO0211. Tres de estas HK son huérfanas (SCO0211, SCO3750 y SCO6424), 

mientras que el resto están asociadas a RR; cabe destacar que Aor1 comparte una elevada 

similitud de secuencia con dichos RR: SCO2216 (67,8%), SCO2358 (65,1%), SCO4596 (68,4%) y 

SCO4668 (65,2%). De las HK propuestas, varias ya han sido descritas: SCO4598 y SCO4597, que 

pertenecen al Sistema de Dos Componentes (TCS) atípico AbrC1/C2/C3 (Rico, Santamaría, et al., 

2014; Rodríguez et al., 2015; Yepes et al., 2011), y SCO4667, que pertenece al TCS SitK/R 

(Gongerowska-Jac et al., 2021). Sin embargo, hasta el momento no se ha determinado 

experimentalmente las HK que interaccionan con Aor1. 

Para el estudio detallado de este regulador huérfano, se generó la cepa S. coelicolor M145 

ΔSCO2281::aac3-IV (gen aor1 reemplazado por un casete de resistencia a apramicina) mediante 

la tecnología REDIRECT (Gust et al., 2003). La deleción del gen aor1 dio lugar a un efecto 

pleiotrópico negativo sobre la producción de los antibióticos ACT, RED y CDA, así como sobre la 

diferenciación (Figura C2.1.C). El medio LB fue donde se observaron mayores diferencias 

fenotípicas y mayor reproducibilidad, por lo que el estudio posterior de este regulador se realizó 

en dicho medio. 

 
2

 https://portal.nersc.gov/project/nstaff/orakle2018/predictions/ 3
 https://www.swissregulon.unibas.ch/cgi-bin/TCS.pl 

https://portal.nersc.gov/project/nstaff/orakle2018/predictions/
https://www.swissregulon.unibas.ch/cgi-bin/TCS.pl


CAPÍTULO 2: El Regulador de Respuesta huérfano Aor1 

104 

 

A
aor1

(SCO2281)SCO2278

Operón
SCO2279-82

SCO2283

Promotor

B

REC HTH-LuxR

9 128 156 218

Asp60

Aor1 (24,7 kDa)

AVLHYLENARAPRH

Sitio de unión de 
anticuerpos α-Aor1

C

Aor1 Ruta SigB

Ruta SigU

Reguladores Neg.
Prod. Antibióticos

Respuesta a Estrés Osmótico

Secreción de Proteínas

Producción Antibióticos

E

Activación Represión

Δaor1wt

ACT

RED

CDA

Dif.

Figura C2.1. Antecedentes del regulador huérfano Aor1 (Antoraz et al., 2017). [A] Contexto
genómico de aor1 en S. coelicolor. [B] Predicción de dominios del regulador huérfano Aor1. Se indica
el sitio de fosforilación (Asp60), así como el péptido utilizado en la obtención de anticuerpos
policlonales α-Aor1. [C] Análisis fenotípico de las cepas S. coelicolor M145 (wt) y S. coelicolor M145
Δaor1. Se muestra el análisis comparativo de la producción de los antibióticos actinorrodina (ACT),
undecilprodigiosina (RED) y del antibiótico dependiente de calcio (CDA); así como del proceso de
diferenciación (Dif.). [D] Análisis de sobreexpresión del regulador Aor1. A la izquierda se muestra la
producción de actinorrodina; a la derecha se muestra la expresión del gen aor1 (RT-qPCR).
*Significación estadística: valor-p < 0,05 [E] Esquema del modelo de regulación de Aor1.
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La sobreexpresión de aor1 bajo el promotor del operón del que forma parte (SCO2279-82) en 

un plásmido multicopia no dio lugar a un incremento de la producción de antibióticos (Figura 

C2.1.D), lo que sugiere que su modo de actuación podría ser como regulador negativo de otros 

reguladores negativos, al menos con relación a la producción de antibióticos. 

Además de los análisis fenotípicos, se llevó a cabo un análisis transcriptómico de la cepa silvestre 

y la cepa mutante Δaor1 mediante RNAseq (medio LB, 36 horas de cultivo). Al aplicar los filtros 

convencionales (FDR ≤ 0,05; |FC| ≥ 2) se identificaron 4039 genes diferencialmente expresados, 

lo que supone gran parte de los genes de S. coelicolor (concretamente el 51,6%). Estos 

resultados implican que el regulador Aor1 podría tratarse de uno de los reguladores globales 

más importantes de S. coelicolor, capaz de integrar muchos de sus procesos celulares; y lo sitúan 

en las etapas iniciales de las cascadas de regulación en este organismo. Sin embargo, debido a 

la complejidad de analizar un número tan grande de genes, se decidió aplicar filtros más estrictos 

(FDR ≤ 0,01; |FC| ≥ 3), lo que acotó el análisis a 504 genes diferencialmente expresados. 

En el análisis transcriptómico se observó que la mayor parte de los genes de los clústeres act 

(síntesis de actinorrodina) y cda (síntesis del antibiótico dependiente de calcio) se encontraban 

subexpresados en la cepa mutante Δaor1 (acorde a las observaciones fenotípicas). La ruta de 

regulación del Factor Sigma U (SigU), implicada en la secreción de proteínas, también se 

encontró subexpresada en la cepa mutante Δaor1. Sin embargo, la ruta de regulación del Factor 

Sigma B (SigB) relacionada con la respuesta a estrés osmótico se encontró sobreexpresada en la 

cepa mutante. Estos resultados sitúan a Aor1 como un regulador positivo de la producción de 

antibióticos y la secreción de proteínas, y como un regulador negativo de la respuesta a estrés 

osmótico (Figura C2.1.E). 

Aunque el análisis transcriptómico reveló los diferentes procesos biológicos en los que está 

implicado Aor1, la gran cantidad de genes diferencialmente expresados no permitió identificar 

sus dianas directas. Por lo tanto, durante la presente Tesis Doctoral, se decidió realizar un ensayo 

de ChIP-Seq para identificar las secuencias diana del regulador Aor1 y establecer de forma 

exacta su red de regulación. Para lleva a cabo la inmunoprecipitación se decidió purificar y 

utilizar anticuerpos policlonales α-Aor1 obtenidos previamente en el laboratorio (Rico, 2014) 

mediante inmunización de un conejo con un péptido del extremo carboxilo del regulador 

huérfano Aor1 (Figura C2.1.A).  

En este capítulo se desarrollará el Objetivo 2: “ dentificar los genes diana del  egulador de 

Respuesta huérfano Aor1 (SCO2281) de Streptomyces coelicolor”. 
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C2.1 - Optimización de la producción de Aor1 en Escherichia coli 

Los anticuerpos policlonales α-Aor1 obtenidos previamente en el laboratorio (Rico, 2014) no 

habían sido purificados, sino que se encontraban en los antisueros extraídos del conejo 

inmunizado con un péptido de Aor1. Se analizó la capacidad de inmunodetección del regulador 

Aor1 de este antisuero mediante Western Blot (Figura C2.2.A). Aunque en este análisis se 

observaron señales inespecíficas, aparte de Aor1, es un resultado esperable ya que en el 

antisuero utilizado hay presentes otros muchos anticuerpos; por lo que tras la purificación de 

los anticuerpos de interés (α-Aor1) este problema seguramente se solventara. 
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Figura C2.2. Optimización de la producción de Aor1 en Escherichia coli. [A] Análisis de la presencia
de anticuerpos α-Aor1 en el antisuero del conejo inmunizado con un péptido de Aor1. Se analizaron
mediante Western Blot extractos de las cepas E. coli BL21 (DE3) / pET22b(+) (control, plásmido vacío)
y E. coli BL21 (DE3) / pET-Aor1 (sobreexpresión de Aor1); como anticuerpo primario se utilizó el
antisuero. Como control de carga se incluye gel teñido con azul de Coomasie. [B] Esquema de los
casetes de expresión de Aor1 de los plásmidos pET-Aor1 y pQE-Aor1. [C] Batería de ensayos para la
optimización de la producción de Aor1. Se muestra la expresión relativa de la proteína en las
distintas condiciones analizadas: cepa hospedadora, densidad óptica del cultivo a la que se añade el
inductor, concentración del inductor (IPTG) y condiciones de cultivo tras la adición del inductor.
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La purificación de los anticuerpos mediante cromatografía de afinidad requería grandes 

cantidades del regulador Aor1 purificado; por lo tanto, como paso previo, se llevó a cabo la 

expresión y purificación de esta proteína en Escherichia coli. Las condiciones utilizadas en el 

laboratorio para la expresión de Aor1 consistían en su inducción en la cepa E. coli BL21 (DE3) / 

pET-Aor1 mediante una concentración de IPTG de 1,0 mM al alcanzar una densidad óptica de 

0,5, y posterior incubación a 37ºC durante 12 h (posteriormente la rotura celular se realizaba 

mediante sonicación y se llevaba a cabo la purificación a través de la “cola” de histidinas 

mediante una resina de Ni-NTA). Sin embargo, en estas condiciones, la cantidad de Aor1 

producida era insuficiente (se obtenían 0,05 µg Aor1 / mL de cultivo; y para la cromatografía de 

afinidad se requerían 5 mg de proteína), por lo que se decidió optimizar la producción de este 

regulador. Para ello se realizó una batería de ensayos en la que se analizaron diferentes 

condiciones de expresión y purificación, siguiendo las recomendaciones del servicio Protein 

Expression and Purification Core Facility4 (EMBL), y de la literatura (Jia & Jeon, 2016; Kaur et al., 

2018; Rosano & Ceccarelli, 2014). Las condiciones de expresión de Aor1 analizadas fueron: 

• Cepa hospedadora: Se emplearon las cepas especializadas en la expresión de proteínas 

E. coli BL21 (DE3) y E. coli Rosetta-gami B (DE3) (la denominación DE3 indica que estas 

cepas contienen el virus lisogénico λDE3, que presenta la RNA polimerasa T7). 

• Plásmido de expresión: Se utilizaron los plásmidos de expresión pET-Aor1 (derivado de 

pET22b[+]) y pQE-Aor1 (derivado de pQE30). El plásmido pET-Aor1 expresa el regulador 

Aor1 marcado con 6xHis en el extremo Ct, mientras que en el caso de pQE-Aor1, el 

regulador está marcado en el extremo Nt. En ambos casos, la expresión del gen aor1 es 

inducible por IPTG (ya que contienen el operador lacO), aunque el promotor es diferente: 

T7p en el caso de pET-Aor1, y T5p en el caso de pQE-Aor1 (Figura C2.2.B). 

• DOind: Las densidades ópticas de cultivo (λ 600 nm) a las que se comenzó la inducción (por 

adición de IPTG) fueron 0,5 y 2,0. 

• Concentración de inductor: Se evaluaron las concentraciones de IPTG 0,2 mM y 1,0 mM 

para inducir la expresión de Aor1. 

• Condiciones de cultivo: Tras la adición del inductor los cultivos fueron incubados a 30ºC 

durante 6 h, o a 25ºC durante 12 h. 

• Rotura celular: Los diferentes procedimientos analizados fueron homogenización con 

esferas de vidrio, disrupción por ultrasonidos (sonicación) y rotura en molino criogénico. 

La rotura celular en estos sistemas se complementó con lisis química mediante la adición 

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

 
4

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

https://www.embl.org/groups/protein-expression-purification/
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La comparación de la expresión de Aor1 en las diferentes condiciones indicadas se muestra en 

Figura C2.2.C. Sin embargo, el plásmido pQE-Aor1 no se incluye, ya que su utilización mostró 

toxicidad en las células. Esto podría ser debido a que el sistema de inducción en los plásmidos 

derivados de pQE30 funciona peor que en los derivados de pET22b[+], ya que depende del 

represor LacI expresado por la cepa hospedadora (el plásmido no contiene el gen lacI, a 

diferencia de pET22b[+]), que podría ser insuficiente para limitar la expresión basal de aor1, lo 

cual en etapas tempranas de crecimiento podría resultar perjudicial para las células. Además, 

también podría implicar que el marcaje de Aor1 en el extremo Nt impide su correcto 

plegamiento, dando lugar a la formación de agregados proteicos citotóxicos. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el proceso de optimización, la expresión de 

Aor1 se llevó a cabo en E. coli Rosetta-gami B (DE3) / pET-Aor1. La inducción de esta proteína se 

realizó cuando los cultivos alcanzaron una densidad óptica de 2,0 con una concentración de IPTG 

de 0,2 mM; tras la adición de IPTG los cultivos se incubaron a 25ºC durante 12 h. La rotura celular 

se realizó mediante molino criogénico. En estas condiciones se consiguió obtener 6,25 μg Aor1 

/ mL de cultivo (lo que supone 125 veces más que en las condiciones previas a la optimización), 

con lo que se pudo obtener la cantidad requerida de la proteína Aor1 purificada para la 

purificación de los anticuerpos por cromatografía de afinidad. 

C2.2 - Purificación de anticuerpos policlonales α-Aor1 

Los anticuerpos policlonales α-Aor1 presentes en el antisuero de conejo inmunizado se 

purificaron mediante cromatografía de afinidad. Para ello, se llevó a cabo la fijación de la 

proteína Aor1 purificada a la columna cromatográfica de sefarosa activada por CNBr, 

permitiendo la posterior unión y retención de los anticuerpos presentes en el antisuero capaces 

de reconocer a este regulador. El proceso se detalla en el apartado “MM.9.4 - Purificación de 

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

Tras el proceso de purificación se evaluó la capacidad de inmunodetección de los anticuerpos α-

Aor1 obtenidos mediante Western Blot (Figura C2.3.B). El análisis se realizó tanto en la cepa E. 

coli Roseta-gammi B (DE3) / pET-Aor1 (como control se incluyó la cepa transformada con el 

plásmido vacío) como en diferentes cepas de S. coelicolor: la cepa silvestre, la cepa mutante 

Δaor1 y la cepa mutante Δaor1 complementada con el plásmido pNX-Aor1. En todos los casos 

se detectó la presencia del regulador huérfano Aor1 según lo esperado; además, no se 

observaron las señales inespecíficas que aparecían cuando se empleaba el antisuero (Figura 

C2.2.A). 
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C2.3 - Análisis de la expresión de Aor1 en Streptomyces coelicolor 

El patrón de expresión del regulador huérfano Aor1 en S. coelicolor se analizó a nivel 

transcripcional (mediante RT-qPCR) y a nivel proteico (mediante Western Blot con los 

anticuerpos purificados) a 36, 48 y 60 horas (Figura C2.4). En ambos casos, los mayores niveles 

de expresión se observaron a 36 horas (fin de la fase exponencial de crecimiento), que se van 

reduciendo a 48 y 60 horas. Como control se analizó la cepa mutante Δaor1, en la que no se 

detectó expresión de Aor1 (solo se muestran los resultados correspondientes al análisis de 

expresión a nivel proteico en esta cepa). 
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coli Rosetta-gami B (DE3) / pET22b(+) (control, plásmido vacío) y E. coli Rosetta-gami B (DE3) / pET-
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C2.4 - Identificación de las secuencias diana de Aor1 por ChIP-Seq 

El análisis transcriptómico de Aor1 (Antoraz et al., 2017) reveló que este regulador es clave en 

la coordinación de una enorme cantidad de procesos biológicos en S. coelicolor, ya que su 

deleción afecta a la expresión de la mitad de los genes de este organismo. Por lo tanto, resulta 

esencial identificar las secuencias dianas de Aor1 mediante ChIP-Seq, metodología en la que se 

inmunoprecipitan moléculas del regulador junto con las secuencias génicas a las que se une, lo 

que permite la secuenciación e identificación de las mismas. El proceso se detalla en el apartado 

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

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

obtener DNA en el proceso de inmunoprecipitación con los anticuerpos α-Aor1.  
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Figura C2.4. Análisis de la expresión de Aor1 en Streptomyces coelicolor. [A] Expresión del gen aor1
a 36, 48 y 60 horas en la cepa silvestre S. coelicolor M145 en medio LB (análisis realizado por RT-
qPCR). La normalización se realizó en base a la expresión del gen rpsL (SCO4659). Las barras de error
muestran la desviación estándar de cuatro réplicas. A la derecha se muestra la curva de fusión de los
productos de la RT-qPCR; el área coloreada muestra la desviación estándar. [B] Expresión de la
proteína Aor1 a 36, 48 y 60 horas en medio LB (análisis realizado por Western Blot). Se analizó la
proteína purificada (control positivo), y las cepas S. coelicolor M145 y S. coelicolor M145 Δaor1; como
anticuerpo primario se utilizaron los anticuerpos α-Aor1 purificados. Como control de carga se
incluye gel teñido con azul de Coomasie.
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Se realizaron múltiples chequeos en las diferentes etapas del proceso (Figura C2.5), para 

descartar problemas como que el regulador Aor1 no se estuviera expresando en las muestras 

analizadas, que el cross-linking (fijación de complejos proteína-DNA mediante formaldehído) 

fuera excesivo, que los anticuerpos α-Aor1 no se estuvieran uniendo a la Proteína A durante la 

inmunoprecipitación, o que la concentración del anticuerpo no fuera la adecuada. Además, se 

incluyeron controles Mock e Input: por un lado, en los controles Mock no se realizó el paso de 

incubación con anticuerpos durante la etapa de inmunoprecipitación, por lo que sirven como 

control negativo para detectar moléculas que se unan de forma inespecífica a la Proteína A 

durante la inmunoprecipitación; por otro lado, en los controles Input no se realizó el paso de 

inmunoprecipitación, por lo que son representativos del material genético de partida, y 

permiten evaluar, entre otras, la cantidad de DNA de partida, el rango de tamaños de DNA tras 

la fragmentación por ultrasonidos o el potencial enriquecimiento de ciertas secuencias debido 

a causas distintas a la inmunoprecipitación. Teniendo en cuenta las comprobaciones realizadas, 

algunos de los problemas que podrían estar impidiendo la obtención de las secuencias dianas 

de Aor1 por inmunoprecipitación son: 

• Anticuerpos no adecuados para inmunoprecipitación: Aunque los anticuerpos 

policlonales α-Aor1 purificados durante el presente trabajo son adecuados para la 

inmunodetección del regulador Aor1 por Western Blot tanto en E. coli como en S. 

coelicolor (Figura C2.3.B, Figura C2.4.B), pueden no serlo para su inmunoprecipitación. 

Esto podría ser debido a que el epítopo reconocido por los anticuerpos no esté accesible 

cuando Aor1 se encuentra realizando su función biológica (en los análisis por Western 

Blot, la separación de proteínas se lleva a cabo en condiciones desnaturalizantes, por lo 

que este problema no afectaría en la inmunodetección). 

• Niveles muy bajos de proteína Aor1: La cantidad de regulador Aor1 expresada en S. 

coelicolor es bastante baja, incluso a 36 horas (donde se observan mayores niveles de 

expresión), por lo que, a pesar de ser suficiente para cumplir su papel fisiológico, puede 

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

Como estrategia alternativa para solventar estos problemas se decidió sobreexpresar el gen 

aor1 para la realización del ChIP-Seq. Los estudios previos indican que esto no afecta 

significativamente al fenotipo ni resulta tóxico (Antoraz et al., 2017), por lo que al haber más 

cantidad de regulador se podría facilitar la purificación de secuencias dianas por ChIP-Seq. 

También se decidió marcar la proteína con un epítopo que permitiese el empleo de anticuerpos 

comerciales cuya aplicación en procesos de inmunoprecipitación en S. coelicolor haya sido 

previamente contrastada. 
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Análisis de la expresión de Aor1 (Western Blot)

Figura C2.5. Comprobaciones realizadas en el ChIP-Seq de Aor1. [A] Esquema de las etapas del
ChIP-Seq y chequeos realizados a lo largo del proceso. [B] Análisis de la concentración y calidad de
DNA de las muestras y controles previo al paso final de secuenciación. Se muestran los
electroferogramas (Agilent 2100 Bioanalyzer) de una de las muestras ChIP, de uno de los controles
Mock (control sin paso de incubación con anticuerpos durante la etapa de inmunoprecipitación) y de
uno de los controles Input diluido (control sin etapa de inmunoprecipitación). Los picos de 35 y
10380 bp se corresponden a marcadores del kit Agilent High Sensitivity DNA.
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C2.5 - Marcaje de Aor1 con el epítopo 3xFLAG 

Como se ha indicado en el apartado anterior, se decidió sobreexpresar y marcar el regulador 

Aor1 de cara a reintentar la identificación de sus secuencias dianas por ChIP-Seq. Para ello se 

diseñaron los casetes STAor1-CE y STAor1-NE (Figura C2.6.A). Se decidió utilizar el promotor 

fuerte constitutivo ermE*p para controlar la expresión del gen aor1. Para marcar el regulador 

en ambos extremos (Ct y Nt) se seleccionó el epítopo 3xFLAG, ampliamente utilizado en 

Streptomyces para estudios de ChIP (Al-Bassam et al., 2014; Bush et al., 2017; Crack et al., 2015; 

Lewis et al., 2019; Liu, Zhang, et al., 2019; Munnoch et al., 2016; Pullan et al., 2011; Som et al., 

2017; Zhu et al., 2021, 2022). 

 

pKC796H pKC-STAor1-CE

wt Δaor1

pKC796H: Control (plásmido vacío)
pKC-STAor1-CE: Sobreexpresión de Aor1-3xFLAG
pKC-STAor1-NE: Sobreexpresión de 3xFLAG-Aor1

pKC796H pKC-STAor1-NE

A

B

3xFLAG

mmrT
ermE*p

aor1

STAor1-NESTAor1-CE

aor1
mmrT

ermE*p

3xFLAG

Figura C2.6. Marcaje de Aor1 con el epítopo 3xFLAG. [A] Esquema de los casetes de expresión de
Aor1 generados. El casete STAor1-CE permite la expresión del regulador Aor1 marcado con el
epítopo 3xFLAG en el extremo Ct; mientras que en el caso de STAor1-NE, el marcaje es en el extremo
Nt. En ambos casos el gen aor1 se encuentra bajo el control del promotor fuerte constitutivo
ermE*p. [B] Análisis fenotípico de la cepa S. coelicolor M145 (wt) transformada con el plásmido
control pKC796H, y de la cepa S. coelicolor M145 Δaor1 transformada con el plásmido control
pKC796H y los plásmidos pKC-STAor1-CE y pKC-STAor1-NE (sobreexpresión de Aor1 marcado con
3xFLAG en los extremos Ct y Nt respectivamente). Se muestran fotografías de la parte superior e
inferior de las placas con medio R2YE tras 5 días de incubación.
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Los casetes STAor1-CE y STAor1-NE se introdujeron en los plásmidos integrativos pNG3 y 

pKC796H (contienen las integrasas de los fagos ϕBT1 y ϕC31 respectivamente), dando lugar a la 

batería de plásmidos pNG-STAor1-CE, pNG-STaor1-NE, pKC-STAor1-CE y pKC-STAor1-NE, tal y 

como se indica en el apartado “MM.6 - Diseño y construcción de vectores”. 

No se consiguió la integración del regulador Aor1 marcado con 3xFLAG mediante el sistema del 

bacteriófago ϕBT1 (los plásmidos derivados de pNG3 no pudieron ser introducidos por 

transformación en S. coelicolor M145 Δaor1), aunque no se consiguieron determinar los 

motivos. En cambio, sí se logró mediante el sistema de integración del bacteriófago ϕC31 

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

Sin embargo, esta estrategia no mostró resultados favorables. En el caso de pKC-STAor1-CE, el 

regulador Aor1-3xFLAG (marcaje Ct) no parecía ser funcional, ya que no complementó el 

fenotipo de la cepa mutante Δaor1. En el caso de pKC-STaor1-NE, se observó un efecto tóxico. 

La toxicidad observada en S. coelicolor por la expresión de Aor1 marcado con 3xFLAG en el 

extremo Nt, así como la observada previamente en E. coli por la expresión de Aor1 marcado con 

6xHis en el extremo Nt (apartado “C2.1 - Optimización de la expresión de Aor1 en Escherichia 

coli”), parecen indicar que la adición de etiquetas proteicas al extremo Nt del regulador Aor1 

impiden su correcto plegamiento, dando lugar a la formación de agregados proteicos 

citotóxicos. 
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CAPÍTULO 3 

La plataforma HKASP 

Los TCS constituyen el sistema de transducción de señales predominante en los organismos 

procariotas. Dentro de la cascada de señalización, la etapa más problemática de cara a su 

análisis es precisamente la inicial, la activación de la HK. La identificación de los 

estímulos que activan a los TCS y modulan sus cascadas de señalización es uno de los mayores 

obstáculos en el estudio de estos sistemas de regulación, y el mejor ejemplo de ello se 

encuentra en Streptomyces coelicolor. Este organismo presenta 68 TCS completos, 41 oHK y 18 

oRR, de los cuales se han descrito y analizado 25 TCS, 5 oHK y 10 oRR (lo que representa 

aproximadamente un tercio del total); sin embargo, solo se ha conseguido determinar de forma 

precisa la señal de activación de dos de ellos: VanS/R y GluK/R. En el caso VanS/R, la señal de 

activación es la molécula del antibiótico vancomicina unida al intermediario de la síntesis de la 

pared celular Lipid II (Koteva et al., 2010; Kwun et al., 2013; Lockey et al., 2020); mientras que 

en el caso de GluK/R, la señal de activación es la molécula de glutamato (Li et al., 2017). En otros 

TCS se intuye el estímulo percibido por la HK y se han podido obtener algunas evidencias de ello, 

por ejemplo, se ha propuesto que AbrA1/A2 responde a hierro (Rico, Yepes, et al., 2014), y en 

el caso de PhoR/P se ha determinado que se activa en situaciones limitantes de fosfato (Martín 

& Liras, 2021); sin embargo, en estos casos no se ha determinado la señal que interacciona 

directamente con el domino sensor de la HK. En el caso de PhoR/P se han propuesto mecanismos 

en otros organismos, sin embargo hay varios modelos y no se sabe cuál sigue Streptomyces 

(Martín & Liras, 2021). 

La identificación del estímulo o señal que activa a una HK presenta múltiples dificultades. Por un 

lado, la cantidad y variedad de estímulos que pueden activar a las HK es extremadamente amplia 

(Krell et al., 2010; Lazar & Tabor, 2021), por lo tanto, incluso habiendo pistas de cual podría ser 

la señal de activación, en base a los procesos celulares en los que está involucrado el TCS y a los 

genes que regula, puede llegar a ser muy difícil establecer cuál es el estímulo exacto que percibe 

la HK, aún más si tenemos en cuenta que estos sistemas de regulación suelen ser pleiotrópicos. 

Por otro lado, existe la dificultad añadida de que las HK suelen ser proteínas de membrana, por 

lo que su purificación, manejo y estudio es muy complicado. Las HK deben ser purificadas 

asociadas a membranas lipídicas, en estructuras como proteoliposomas o nanodiscos 

(Hörnschemeyer et al., 2016; Hussain et al., 2016), para mantener su plegamiento y 

funcionalidad. Una vez obtenidas, algunas metodologías disponibles para analizar el proceso de 
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detección de la señal de activación son la Interferometría de Biocapa (BLI), la Espectroscopía de 

Dicroísmo Circular por Radiación de Sincrotrón (SRCD) y la Ultracentrifugación Analítica (AUC) 

(Hussain et al., 2016). Sin embargo, estas estrategias no son válidas para realizar estudios 

preliminares que permitan identificar, o al menos acotar, los estímulos percibidos por las HK si 

no se conocen de antemano, ya que requieren de equipamiento muy específico y son costosas, 

tanto en términos económicos como en el tiempo que requieren para su aplicación.  

Teniendo todo esto en cuenta, durante el presente trabajó se realizó el diseño y construcción 

de una plataforma para el estudio sistemático in vivo de las señales y estímulos que activan a las 

HK de los TCS en Streptomyces. El objetivo no es diseñar una herramienta que permita la 

identificación y caracterización de la interacción biofísica entre un determinado ligando y el 

dominio sensor de la HK, sino una herramienta que permita los estudios preliminares necesarios 

previos a dicho análisis. El enfoque es que esta herramienta presente una elevada usabilidad, es 

decir, que pueda ser aplicada de la forma más rápida y sencilla posible por el usuario en el 

escrutinio de señales de activación de las HK en Streptomyces. 

En este capítulo se desarrollará el Objetivo 3: “ iseñar y construir una plataforma para la 

identificación de las señales de activación de las Histidina Quinasas en Streptomyces”. 

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

Signaling Platform (HKASP). 

C3.1 - Diseño general de la plataforma HKASP 

El diseño base de la plataforma HKASP es similar al propuesto por Christina E. Lehning y 

colaboradores (Lehning et al., 2017). Estos autores diseñaron una plataforma en Escherichia coli 

para el escrutinio sistemático in vivo de librerías de moléculas pequeñas que inhiban el proceso 

de activación de HK implicadas en procesos de virulencia en bacterias patógenas, para su 

aplicación como antibióticos. Esta plataforma se basa en HK quiméricas (qHK) en las que se 

fusiona los dominios sensor-transmisor de una HK de interés (contra la que se buscan 

inhibidores de su proceso de activación; para la validación de la plataforma los autores usaron 

la HK NarX, que actúa como sensor de nitratos y nitritos), con los dominios catalíticos citosólicos 

de la HK EnvZ, que ha sido extensamente caracterizada, y que regula la activación del RR OmpR. 

Adicionalmente, se utiliza un gen reportero controlado por OmpR que codifica un producto 

fluorescente que puede ser monitorizado mediante citometría de flujo. El funcionamiento de 

esta plataforma se basa en que la qHK detecta las señales de activación de la HK que se desea 
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estudiar, pero la transducción de señales se produce a través de la cascada EnvZ-OmpR 

(extensamente caracterizada), que activa un gen reportero que pone de manifiesto el estado de 

activación de la ruta de transducción (Figura C3.1). 

 

La plataforma HKASP también se basa en qHK, en las que se fusionarán los dominios sensor-

transmisor de una HK de interés cuya señal de activación se desee conocer, con los dominios 

citosólicos catalíticos de una HK previamente caracterizada en S. coelicolor. Junto con la qHK, la 

plataforma HKASP contendrá el RR regulado por la HK de la que se ha seleccionado el dominio 

catalítico, y un gen reportero que permitirá monitorizar la activación de este sistema de 

transducción quimérico (Figura C3.2). Además, la expresión del TCS quimérico será regulada por 

un riboswitch, lo que permitirá un control más preciso de esta herramienta. 

Hasta ahora, todas las qHK construidas derivan de HK procedentes de bacterias de los filos 

Proteobacteria, Firmicutes y Cianobacteria, por lo que las qHK generadas en la plataforma HKASP 

serían las primeras basadas en TCS de bacterias del filo Actinobacteria. Esto abriría las puertas 

al diseño de nuevas herramientas para el estudio de los TCS en este grupo bacteriano, que 

incluye desde los grandes productores de antibióticos del género Streptomyces hasta los 

patógenos del género Mycobacterium. 
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Figura C3.1. Plataforma basada en Histidina Quinasas quiméricas (Lehning et al., 2017). Plataforma
en E. coli para el escrutinio sistemático in vivo de librerías de moléculas pequeñas que inhiban el
proceso de activación de HK implicadas en procesos de virulencia en bacterias patógenas. Esta
plataforma se basa en qHK formadas por la HK de interés que se desea estudiar (HKi) y EnvZ, que
regula la activación del RR OmpR. Este regulador controla a su vez la expresión de los sistemas
reporteros YFP y CFP (proteínas fluorescentes amarilla y cian).
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Otro de los aspectos clave en el diseño de la plataforma HKASP será la usabilidad. Esta 

construcción será incluida en un plásmido y presentará sitios específicos que faciliten su edición 

génica, tanto en la generación de las qHK como en la elección del gen reportero, de tal forma 

que su integración en el flujo de trabajo de un laboratorio en el que no se haya utilizado 

previamente sea lo más rápida y sencilla posible. Este aspecto es una de las principales 

diferencias con la plataforma propuesta por Christina E. Lehning y colaboradores (Lehning et al., 

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

A continuación, se detalla el diseño del Casete HKASP, que será la construcción genética base 

sobre la que se apoyará esta herramienta, así como los plásmidos que portarán este casete 

genético y la cepa hospedadora en la que se podrá aplicar más eficientemente. El proceso de 

construcción se detalla en la sección de “Materiales y Métodos”, en los apartados “MM.6 - 

Diseño y construcción de vectores” y “MM.8 - Edición genómica mediante CRISPR-Cas9”.  Cabe 

destacar que, debido a limitaciones de tiempo, aunque se han generado todas las 

construcciones genéticas, no se ha podido completar la validación de la plataforma HKASP 

durante la presente Tesis Doctoral, lo cual se comentará al final de este capítulo. 
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Figura C3.2. Planteamiento de la plataforma HKASP. La plataforma HKASP se basa en la generación
de qHK, en las que se fusionarán los dominios sensor-transmisor de una HK de interés cuya señal de
activación se desee conocer (HKi), con los dominios citosólicos catalíticos de una HK previamente
caracterizada en Streptomyces (HKcaract.). La plataforma HKASP también incluirá el RRcaract. y un gen
reportero que permitirá monitorizar la activación del sistema de transducción quimérico. Además la
plataforma HKASP será incluida en un plásmido, para facilitar su manipulación y posterior aplicación.
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C3.2 - Diseño y organización del Casete HKASP 

El Casete HKASP comprende dos módulos principales: el Módulo Sensor, que incluye el TCS 

quimérico; y el Módulo Reportero, que incluye el gen reportero. La orientación de las unidades 

transcripcionales presentes en ambos módulos es convergente (Figura C3.3.A). Los módulos del 

Casete HKASP se encuentran aislados a nivel transcripcional gracias a la inclusión de tres 

terminadores, dos de ellos situados en los extremos del casete (que lo aislarán de las regiones 

adyacentes), y el restante entre el Módulo Sensor y Módulo Reportero. En los extremos se 

situarán los terminadores unidireccionales del fago Fd y del fago Lambda (fdT y λt0T, 

respectivamente), mientras que en la región central se situará el terminador bidireccional del 

gen mmr de resistencia a la metilenomicina (mmrT), procedente del plásmido SCP1 de S. 

coelicolor A3(2) (Figura C3.3.B). 

A Casete HKASP

Módulo Sensor (TCS quimérico) Módulo Reportero

Figura C3.3. Diseño y organización del Casete HKASP (I). [A] Diseño del Casete HKASP, que
comprende el Módulo Sensor y Módulo Reportero. [B] Distribución de los terminadores en el Casete
HKASP. Se muestra la secuencia y estructura secundaria que adquieren para finalizar la
transcripción.
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El Módulo Sensor, en su diseño básico, incluirá el promotor ermEp1, el riboswitch TheoE*, el gen 

del RR, el sitio de inserción que permitirá introducir el fragmento del gen que codifica los 

dominios sensor-transmisor de la HK cuya señal de activación se desea identificar, y el fragmento 

del gen que codifica los dominios catalíticos (DHp y CA) de la HK asociada al RR (Figura C3.4.A). 

El Módulo Reportero, en su diseño básico, incluirá un promotor regulado por el RR del TCS 

quimérico, así como el sitio de inserción que permitirá introducir un gen reportero (Figura 

C3.4.B). Por lo tanto, el casete básico HKASP contiene todos los elementos requeridos para su 

funcionamiento, a excepción del dominio sensor de la HK que se desea estudiar y del gen 

reportero, aunque presenta los sitios de inserción para ambos. Este casete será introducido en 

un plásmido, que será denominado pHKASP, para facilitar su manipulación y posterior aplicación 

(Figura C3.4.C). 

A Módulo Sensor (básico)

ermEp1

TheoE* Sitio Inserción

RRcaract. HKcaract.
(Dominios DHp-CA)

B Módulo Reportero (básico)

Promotor diana de RRcaract.

Sitio Inserción

C

pHKASP pHKASP-R pHKASP-R-HK

Gen reportero
HKi (dominios 

sensor-transmisor)

Figura C3.4. Diseño y organización del Casete HKASP (II). [A] Módulo Sensor del Casete HKASP en su
diseño básico. [B] Módulo Reportero del Casete HKASP en su diseño básico. [C] Estrategia general de
aplicación de la plataforma HKASP. El vector pHKASP contiene el casete básico. Al introducir el gen
reportero se genera pHKASP-R. Finalmente, al introducir el fragmento del gen que codifica los
dominios sensor-transmisor de la HK cuya seña de activación se desea identificar, se genera pHKASP-
R-HK. La introducción de estos elementos se realizará en los sitios de inserción indicados.

pHKASP

pHKASP-R

pHKASP-R-HK

Casete HKASP
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La estrategia general de cara a la aplicación de la plataforma HKASP empieza por generar un 

plásmido derivado del vector pHKASP, que contenga el gen reportero que se desee emplear, 

mediante su clonación en el sitio de inserción diseñado para ello, dando lugar al plásmido 

pHKASP-R (se asignará el nombre en función del gen seleccionado) (Figura C3.4.C). Durante el 

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

Posteriormente, se generaría un plásmido derivado del vector pHKASP-R seleccionado, que 

contenga el fragmento del gen que codifica los dominios sensor-transmisor de la HK cuya señal 

de activación se desea identificar, fusionado al fragmento del gen que codifica los dominios 

catalíticos (DHp y CA) de la otra HK ya presente en el casete HKASP, dando lugar a un gen 

quimérico. Este fragmento de DNA será clonado en el sitio de inserción diseñado para ello, 

dando lugar al plásmido pHKASP-R-HK (se asignará el nombre en función de los genes 

seleccionados) (Figura C3.4.C). Este plásmido es el que será utilizado para la identificación de la 

señal de activación de la HK de interés. 

C3.3 - Módulo Sensor: Sistema de Dos Componentes quimérico 

El TCS quimérico presente en el Módulo Sensor del Casete HKASP se encuentra bajo el control 

del promotor ermEp1 (promotor constitutivo de potencia media, obtenido originalmente del 

gen de resistencia a eritromicina de Saccharopolyspora erythraea) (Bibb et al., 1985) y el 

riboswitch TheoE* (contiene un aptámero sintético de unión a teofilina que actúa como 

“interruptor” del proceso de traducción) (Jenison et al., 1994; Lynch et al., 2007), que 

constituyen un circuito genético que permite el control condicional de la expresión génica en S. 

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

En ausencia de teofilina (se puede utilizar cafeína como control, ya que es estructuralmente muy 

similar a la teofilina, pero no activa el riboswitch TheoE*), tiene lugar la transcripción de los 

genes del TCS quimérico por el promotor ermEp1; sin embargo, no se produce la traducción de 

los RNA mensajeros debido al bloqueo de la secuencia Shine-Dalgarno de unión del ribosoma 

(RBS) y del codón de iniciación por el aptámero de teofilina. Al añadir teofilina al medio, se une 

al aptámero y produce un cambio conformacional que permite la traducción del TCS quimérico 

(Figura C3.5.B-C). 
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RBS

RBSCodón 
Inicio

Codón 
Inicio

Riboswitch TheoE* [OFF] Riboswitch TheoE* [ON]

A

C

Módulo Sensor (TCS quimérico)

Figura C3.5. Diseño del Módulo Sensor. [A] Región promotora del TCS quimérico en el Módulo
Sensor. [B] Estructura química de la teofilina y la cafeína. [C] Funcionamiento del riboswitch TheoE*.
Se muestran las estructuras secundarias de este motivo regulador en su estado apagado (izquierda) y
encendido (derecha). En ausencia de teofilina (se emplea cafeína como análogo no inductor), el
riboswitch se encuentra apagado, por lo que el RBS y el codón de inicio quedan inaccesibles. En
presencia de teofilina, el riboswitch se encuentra encendido, dejando accesibles el RBS y el codón de
iniciación, posibilitando el proceso de traducción.
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El TCS previamente caracterizado en S. coelicolor que se ha seleccionado como base para la 

construcción del TCS quimérico, y que constituirá la ruta de transducción de la plataforma 

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

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

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

• Las proteínas VanS y VanR presentan una arquitectura canónica. La HK VanS presenta un 

tamaño de 364 aa (39,5 kDa) y una estructura clásica: dos regiones transmembrana (aa 

12-37, 66-85), un dominio extracelular de recepción de la señal (aa 38-65) entre ambas 

regiones transmembrana, un dominio transmisor HAMP (aa 86-139), un dominio de 

dimerización-fosforilación HisKA (aa 139-204) que contiene el sitio de fosforilación 

(His150), y un dominio HATPase-c (aa 246-359) (Figura C3.6.A). El RR VanR presenta un 

tamaño de 231 aa (24,9 kDa) y pertenece a la familia OmpR; presenta un domino receptor 

REC (aa 2-116) que contiene el sitio de fosforilación (Asp51) y un dominio de unión a DNA 

wHTH-OmpR/PhoB (aa 124-219) (Figura C3.6.B). A nivel genómico, en el operón de este 

sistema se encuentra primero el gen vanR y luego vanS, mismo orden que el establecido 

en el Módulo Sensor de la plataforma HKASP. 

• La ruta de transducción de señales del TCS VanS/R se encuentra muy bien caracterizada 

(Figura C3.6.C). Se ha identificado la señal de activación de la HK VanS, y se ha 

caracterizado su interacción a nivel molecular con el dominio sensor (Koteva et al., 2010; 

Kwun et al., 2013; Lockey et al., 2020); se ha caracterizado la interacción entre VanS y 

VanR, con especial énfasis en el proceso de fosforilación / desfosforilación del RR VanR 

(Hutchings, Hong, & Buttner, 2006; Novotna et al., 2016); se ha determinado la estructura 

de VanR en su forma activa e inactiva (MacIunas et al., 2021) (Figura C3.6.D); y se han 

identificado las dianas de VanR, así como su función y papel fisiológicos (Hong et al., 2004, 

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

• La función fosfatasa de la HK VanS juega un papel fundamental en esta cascada de 

señalización, impidiendo una activación indebida de la misma (debido por ejemplo a la 

fosforilación del RR VanR por fosfodonadores de bajo peso molecular como el acetil 

fosfato) (Figura C3.6.C). Este aspecto es crítico de cara a la plataforma HKASP, ya que 

constituye un mecanismo de control para bloquear la activación del sistema en ausencia 

de la señal. 
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D PDP
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Vancomicina

Lípido II

Clúster van

Figura C3.6. Sistema de Dos Componentes VanS/R. [A] Arquitectura de la HK VanS. [B] Arquitectura
del RR VanR. [C] Ruta de transducción de señales del TCS VanS/R. Se muestra tanto en ausencia
como en presencia de su señal de activación: vancomicina unida al intermediario Lípido II. [D]
Estructura del RR VanR en su estado inactivo (PDB ID: 7LZ9) y en su estado activo (PDB ID: 7LZA). Se
indica la estructura secundaria: láminas-β en verde, y hélices-α en azul; en rojo se muestra la
molécula de BeF3.

VanR (Estado Inactivo)

VanR (Estado Activo - BeF3)

D. Sensor
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• El TCS VanS/R participa únicamente en la resistencia a vancomicina y en la respuesta al 

daño de pared celular, un proceso celular muy específico y no esencial en condiciones 

normales. El regulón de este sistema es muy reducido, solo comprende a los genes 

vanSRJKHAX (SCO3589/90; SCO3592-96) que forman el clúster van al que pertenece el 

propio TCS. Esto supone una ventaja de cara a identificar el motivo reconocido por VanR 

y seleccionar un promotor para su uso en el Módulo Reportero de la plataforma HKASP. 

También facilita el diseño de un hospedador óptimo que no interfiera en el 

funcionamiento de la plataforma HKASP. 

La región seleccionada de la HK VanS para generar la qHK es la comprendida entre los 

aminoácidos 139-364, que incluye el dominio HisKA (DHp) y HTPase-c (CA), y va justo desde el 

comienzo del dominio DHp hasta el final de la proteína. Por lo tanto, la región que se deberá 

seleccionar en la HK cuya señal de activación se desee identificar (HKi) irá desde el inicio de la 

proteína hasta el comienzo del dominio DHp (Figura C3.7). Como se ha explicado anteriormente, 

este diseño de fusión para generar las qHK es el que mejor resultados ha mostrado en términos 

de funcionalidad de la proteína quimérica. 

 

El último punto clave que hay que tratar dentro del Módulo Sensor es el diseño del sitio de 

inserción que se utilizará para introducir los dominios sensor-transmisor de la HK de interés. Se 

ha decidido que este sitio de inserción no se encuentre al inicio del operón del TCS quimérico 

para evitar solapamientos con el sitio de inserción del gen reportero (que sí debe situarse 

obligatoriamente tras el promotor incluido en el Módulo Reportero) en la selección de sitios de 

restricción y en la estrategia de clonación. Por ello, el operón comienza con el gen vanR y el sitio 

de inserción se encuentra entre este gen y el fragmento del gen vanS (nt 415-1095). 

H

qHK

DHp CATRANS.TM TM

vanS (SCO3589)

VanS

aa 139-364

DHp CATRANS.TM TM

hki

HKi

Figura C3.7. Histidina Quinasa quimérica en la plataforma HKASP. Estrategia de fusión para generar
la qHK en la que se basa la plataforma HKASP, a partir de la HK VanS, y una HK cuya señal de
activación se desee identificar (HKi).
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Se ha descartado utilizar un sitio de clonación múltiple (MCS) para no separar demasiado los 

genes del operón, por si afecta a la transcripción del mismo. Se pretende que el sitio de inserción 

sea pequeño y comprenda pocos sitios de restricción, pero que estos presenten una elevada 

usabilidad. El que solo se vayan a clonar secuencias codificantes en este sitio de inserción facilita 

la búsqueda de enzimas óptimas para el mismo. Se ha realizado una búsqueda de enzimas de 

restricción que reconozcan secuencias cuya tasa de aparición en secuencias codificantes del 

genoma de S. coelicolor sea muy baja, y que presenten varios isocaudómeros (enzimas de 

restricción que reconocen secuencias distintas, pero generan extremos cohesivos compatibles). 

Para esta búsqueda se ha aprovechado el hecho de que los sitios de restricción habituales son 

secuencias de 6 bp, que pueden ser divididos en dos grupos de 3 bp, mismo tamaño que 

presentan los codones, por lo que al analizarlos en función de la frecuencia encontrada para 

dichos codones en S. coelicolor gracias a la base de datos CUTG (Nakamura et al., 2000) (Figura 

C3.8), se puede hacer una estimación de la incidencia de los sitios de restricción en regiones 

codificantes. Esta metodología de búsqueda ha ofrecido muy buenos resultados, tal y como se 

muestra en Figura C3.9. 

Se decidió que el sitio de inserción esté formado por los sitios de restricción AvrII (C↓CTAG↑G) 

y EcoRV (GAT↓↑ATC) (Figura C3.10). La clonación en este sitio de inserción es de orientación 

dirigida, ya que AvrII genera extremos cohesivos.  

En el caso de AvrII, el sitio de restricción presenta una incidencia muy baja en regiones 

codificantes, ya que los tripletes de nucleótidos que lo forman presentan una baja frecuencia de 

aparición; además, presenta 3 isocaudómeros que también presenta una tasa de aparición muy 

reducida en regiones codificantes: SpeI (A↓CTAG↑T; a veces bloqueado por metilación EcoKI), 

NheI (G↓CTAG↑C), y XbaI (T↓CTAG↑A; a veces bloqueado por metilación Dam) (Tabla C3.1). 

Esto es especialmente importante de cara a la estrategia de clonación, ya que el fragmento que 

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

Tabla C3.1. Sitio de inserción del Módulo Sensor (I). Se muestran enzimas compatibles con el extremo 
cohesivo del sitio de inserción del Módulo Sensor. Se indica la frecuencia de los tripletes de nucleótidos 
que forman los sitios de restricción en el marco de lectura de secuencias codificantes. 

Enzima Sitio de Restricción Isoesquizómeros Bloqueo 

AvrII C↓CTAG↑G CCT 0,16% AGG 0,37% XmaJI, BlnI, AspA21 - 

SpeI A↓CTAG↑T ACT 0,12% AGT 0,15% AhlI, BcuI Metilación EcoKI 

NheI G↓CTAG↑C GCT 0,31% AGC 1,25% AsuNHI - 

XbaI T↓CTAG↑A TCT 0,06% AGA 0,08% - Metilación Dam 
*Los isoesquizómeros indicados, además de reconocer la misma secuencia, también realizan el mismo corte. 
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(Streptomyces coelicolor)

Frecuencia de tripletes de nt
en el marco de lectura de las 
secuencias codificantes (S.c)

Figura C3.8. Frecuencia de tripletes de nucleótidos en secuencias codificantes. [A] Uso de codones
en S. coelicolor. A la izquierda se indican los aminoácidos correspondientes a los distintos codones.
[B] Frecuencia global de tripletes de nucleótidos en el marco de lectura de las secuencias
codificantes de S. coelicolor. Datos obtenidos de la base de datos CUTG.
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Figura C3.9. Estrategia de búsqueda de sitios de restricción óptimos. Se ha realizado una búsqueda
de enzimas de restricción que reconozcan secuencias cuya tasa de aparición en secuencias
codificantes del genoma de S. coelicolor sea muy baja. La incidencia se ha estimado en base a la
frecuencia de los dos tripletes de nucleótidos que forman el sitio de restricción en el marco de
lectura de las secuencias codificantes. Se muestran como ejemplo AvrII, Eco53kI y PvuII, cuyos sitios
de restricción se muestran en una región de 200 kbp del genoma de S. coelicolor.

                                    

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  
                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                  

                                    

                                                      

                                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                                        

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

                    

AvrII (C↓CTAG↑G)

CCT 0,16%
AGG 0,37%

3 Sitios

Eco53kI (GAG↓↑CTC)

GAG 4,82%
CTC 3,65%

47 Sitios

PvuII (CAG↓↑CTG)

CAG 2,52%
CTG 6,09%

86 Sitios

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

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

Genoma S. coelicolor: 4.230.000 – 4.430.000 (200 kbp)
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En el caso de EcoRV, el sitio de restricción se encuentra justo en el punto de fusión del gen 

quimérico. Por ello, se ha tenido en cuenta que el triplete de nucleótidos remanente tras el corte 

(ATC) presente una frecuencia elevada en el uso de codones de este organismo (Figura C3.8), y 

que codifique un aminoácido con unas propiedades fisicoquímicas adecuadas para el sitio en el 

que se encuentra. Este sitio no es especialmente importante de cara a la estrategia de clonación, 

ya que se genera un extremo romo que ofrece muchas posibilidades, para facilitar la 

construcción del gen quimérico. 

Un aspecto importante de cara al proceso de clonación es que la digestión del sitio de inserción 

debe ser secuencial: primero con EcoRV y luego con AvrII. Si se realizara al contrario y se iniciara 

el proceso con AvrII, no quedaría el número de nucleótidos necesarios en el borde para permitir 

el corte de EcoRV. 

Teniendo todo esto en cuenta, a la hora de obtener el fragmento génico de la HK de interés que 

va a ser introducido en el Módulo Sensor, se debe incluir el sitio de restricción AvrII justo antes 

del codón de iniciación (o alguna de las alternativas indicadas). En el otro extremo del fragmento 

existen varias posibilidades al ser una clonación en romo: se puede optar por no utilizar sitios 

de restricción (la PCR debe realizarse con una polimerasa que no deje nucleótidos A o G salientes 

ermEp1

TheoE* Sitio Inserción

vanR
vanS* 

(nt 415-1095)

MÓDULO SENSOR (básico)

A   E

···GGATAGCCTAGGGATATCGCCGAA···
···CCTATCGGATCCCTATAGCGGCTT···

G   *

vanR vanS*

AvrII EcoRV

···GGATAGC
···CCTATCGGATC

G   *

vanR

I    A   E

ATCGCCGAA···
TAGCGGCTT···

vanS*

EcoRV

Figura C3.10. Sitio de inserción del Módulo Sensor. Se muestran la secuencia del sitio de inserción
del Módulo Sensor, formada por los sitios de restricción AvrII y EcoRV. AvrII genera un extremo
cohesivo que permite la clonación con orientación dirigida. EcoRV genera un extremo romo para
facilitar la clonación del fragmento de gen de la HK de interés y construir el gen quimérico; tras el
corte con esta enzima queda como remanente el triplete ATC, que codifica para el aminoácido Ile (el
uso de este codón es del 96%) y constituirá el punto de fusión de los fragmentos de las HK. La
digestión con estas enzimas debe ser secuencial: primero con EcoRV y luego con AvrII (si se realizara
al contrario y se iniciara el proceso con AvrII, no quedaría el número de nucleótidos necesarios en el
borde para permitir el corte de EcoRV).

AvrII
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en 3’) o cualquier sitio de restricción romo en el que el triplete de nucleótidos remanentes en la 

secuencia codificante tras el corte presente una frecuencia elevada en el uso de codones de este 

organismo (Tabla C3.2). 

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

Enzima Codón remanente  Enzima Codón remanente 

MscI* TGG⇅CCA TGG Trp 100%  BmgBI* CAC⇅GTC CAC His 93% 

SnaBI TAC⇅GTA TAC Tyr 95%  PmlI* CAC⇅GTG CAC HIs 93% 

FspI TGC⇅GCA TGC Cys 91%  Eco53kI GAG⇅CTC GAG Glu 85% 

NruI* TCG⇅CGA TCG Ser 28%  SfoI* GGC⇅GCC GGC Gly 64% 

AfeI AGC⇅GCT AGC Ser 25%  BsrBI CCG⇅CTC CCG Pro 54% 

PvuII CAG⇅CTG CAG Gln 95%  SmaI CCC⇅GGG CCC Pro 41% 

ZraI GAC⇅GTC GAC Asp 95%       
*MscI a veces bloqueado por metilación Dcm. NruI y SfoI a veces bloqueados por metilación Dam. BmgBI y PmlI a veces bloqueados 
por metilación EcoKI. 

C3.4 - Módulo Reportero 

El Módulo Reportero, en su versión final, contiene un gen reportero bajo el control de un 

promotor regulado por el RR VanR, que permite monitorizar la activación del TCS quimérico. 

Para el diseño del promotor se analizaron los tres promotores diana de VanR: vanJp, vanKp y 

vanHAXp (Figura C3.11.A); y se realizó una búsqueda de motivos conservados en dichos 

promotores (no se ha descrito ningún motivo de unión de VanR en S. coelicolor) mediante la 

herramientas MEME (Bailey & Elkan, 1994). Se identificó un motivo bastante largo (41 bp) muy 

conservado en los tres promotores, que seguramente esté implicado en la regulación por VanR 

(Figura C3.11.B-C); este motivo solo está presente en el clúster van y no es similar a otros 

motivos presentes en las bases de datos, lo cual se determinó mediante las herramientas FIMO 

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

Se seleccionó el promotor vanHAXp para su utilización en la plataforma HKASP, ya que vanJp se 

encuentra solapado con vanSRp, y vanKp presenta una región con un gran número de 

repeticiones de GGCCC justo antes del motivo consenso (lo que dificulta su manipulación 

genética). El promotor vanHAXp presenta un sitio de restricción EcoRV en el motivo consenso, 

que interfiere con la estrategia de clonación del del sitio de inserción del Módulo Sensor. Para 

solucionar este problema se decidió sustituir el nucleótido de guanina de la posición 13 del 

motivo consenso por una citosina; esta modificación elimina el sitio EcoRV y no debería afectar 

a la funcionalidad del promotor, ya que en los otros dos promotores hay una citosina en dicha 

posición (Figura C3.12). El nuevo promotor modificado se ha denominado vanH*p. 
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Figura C3.11. Análisis de promotores del clúster van. [A] Clúster van, formado por cuatro unidades
transcripcionales vanSR, vanJ, vanK y vanHAX. [B] Potencial motivo implicado en la regulación por
VanR; identificado mediante la herramienta MEME. [C] Localización del motivo (marcado en rojo) en
los promotores vanJp, vanKp y vanHAXp. En las secuencias también se indican los nucleótidos
conservados en los tres promotores (marcados con asterisco), las secuencias codificantes de los
genes (marcados en verde; también se muestran los aminoácidos) y el punto de inicio de la
transcripción (marcado con una flecha negra en la parte superior de las secuencias).

···CGATGAGCCGCCACCCACGACATTACTGATAGGTAATATATCGTCAGGATATCGAAAAGCGCA
···GCTACTCGGCGGTGGGTGCTGTAATGACTATCCATTATATAGCAGTCCTATAGCTTTTCGCGT

*    *  * ******** *  ********* ****

TACGGGACGGCAACACCGAGGCGCCTTGAATAGAGGCATGACC···
ATGCCCTGCCGTTGTGGCTCCGCGGAACTTATCTCCGTACTGG···
**** * *******     * *** ** * * *  *

R   * vanK

M   T vanH
24 bp

vanR vanA vanXvanK vanHvanS vanJ

vanJp vanKp vanHAXp

A Clúster van (Streptomyces coelicolor)

B

···ACGCATGGTGTCGAGATTACGAGTCGCCACATATCGTCGGCATATCGAAAACCGCATACGTGC
···TGCGTACCACAGCTCTAATGCTCAGCGGTGTATAGCAGCCGTATAGCTTTTGGCGTATGCACG

*    *  * ******** *  ********* ******** * 
R   M vanR

CGGCAACACGCTGCCGCGTTCACTGGGCGTATGCGTCAG · · · TCACGGGTGGTG···
GCCGTTGTGCGACGGCGCAAGTGACCCGCATACGCAGTC · · · AGTGCCCACCAC···
*******     * *** ** * * *  * M   V vanJ

24 bp 117 bp

···TGGTGAGCCCGA · · · CCGGCCCGGCCCGGCCCGGCCCGGAACATATCGTCGGCGTATCG
···ACCACTCGGGCT · · · GGCCGGGCCGGGCCGGGCCGGGCCTTGTATAGCAGCCGCATAGC

*    *  * ******** *  *****

AAAACCGCATACGCGTCGGCAACGTCCCGCCGCCTTGACTGGGGGCATGGCC···
TTTTGGCGTATGCGCAGCCGTTGCAGGGCGGCGGAACTGACCCCCGTACCGG···
**** ******** * *******     * *** ** * * *  *

W   * vanJ

M   A vanK
24 bp
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n
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n
K

p
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X
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C

125 bp (91 bp repet. GGCCC)
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El último aspecto clave que hay que tratar dentro del Módulo Reportero es el diseño del sitio de 

inserción que se utilizará para introducir el gen reportero. Se decidió que esté formado por los 

sitios de restricción NdeI (CA↓TA↑TG) y SnaBI (TAC↓↑GTA) (Figura C3.13). La clonación en este 

sitio de inserción es de orientación dirigida, ya que NdeI genera extremos cohesivos.  

Se ha seleccionado NdeI ya que incluye el codón de iniciación en el sitio de restricción, por lo 

que no supone una gran alteración del promotor ni de su proximidad al gen al cual va a controlar. 

Sin embargo, debido precisamente a esto, su incidencia en las regiones codificantes no es tan 

baja. Como alternativa para la estrategia de clonación, se puede utilizar el isocaudómero AseI 

(AT↓TA↑AT) en el extremo del gen que se va a introducir en este sitio de inserción. AseI genera 

un extremo cohesivo compatibles con NdeI, además su tasa de aparición en secuencias 

codificantes es muy baja por lo que presenta una mayor usabilidad; sin embargo, el sitio de 

restricción no incluye el codón de iniciación, por lo que hay que tenerlo en cuenta en el diseño 

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

Tabla C3.3. Sitio de inserción del Módulo Reportero. Se muestran enzimas compatibles con el extremo 
cohesivo del sitio de inserción del Módulo Reportero. Se indica la frecuencia de los tripletes de nucleótidos 
que forman los sitios de restricción en el marco de lectura de secuencias codificantes. 

Enzima Sitio de Restricción Isoesquizómeros Notas 

NdeI CA↓TA↑TG CAT 0,17% ATG 1,58% FauNDI 
Incluye el codón de 
iniciación 

AseI AT↓TA↑AT ATT 0,06% AAT 0,07% PshBI, VspI 
No incluye el 
codón de iniciación 

*Los isoesquizómeros indicados, además de reconocer la misma secuencia, también realizan el mismo corte. 

A vanHAXp

···GATAGGTAATATATCGTCAGGATATCGAAAAGCGCATACGGGACGGCAACACCGAGGCGCCTTGAATAGAGGCATG···
···CTATCCATTATATAGCAGTCCTATAGCTTTTCGCGTATGCCCTGCCGTTGTGGCTCCGCGGAACTTATCTCCGTAC···

*  * ******** *  ********* ******** * *******     * *** ** * * *  *

EcoRV

Mutagénesis drigida G>C

B

Figura C3.12. Modificación del promotor vanHAXp. [A] Secuencia del promotor vanHAXp. Se indica
el motivo regulador del clúster van (rojo), así como el inicio de la secuencia codificante de vanH
(verde). En el motivo regulador se muestra el sitio de restricción reconocido por EcoRV, así como el
residuo G que se ha decidido mutar. [B] Motivo regulador del clúster van. Se indica el nucleótido que
va a ser modificado para eliminar el sitio de restricción de EcoRV. El nuevo promotor modificado se
ha denominado vanH*p.
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En el caso de SnaBI, se genera un extremo romo, por lo que este sitio no es especialmente 

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

Un aspecto importante de cara al proceso de clonación es que la digestión del sitio de inserción 

debe ser secuencial: primero con SnaBI y luego con NdeI. Si se realizara al contrario y se iniciara 

el proceso con NdeI, no quedaría el número de nucleótidos necesarios en el borde para permitir 

el corte de SnaBI. 

Teniendo todo esto en cuenta, a la hora de obtener el gen reportero que va a ser introducido 

aquí, se debe incluir el sitio de restricción NdeI justo al inicio (o AseI como alternativa). En el otro 

extremo del fragmento existen varias posibilidades al ser una clonación en romo: se puede optar 

por no utilizar sitios de restricción (la PCR debe realizarse con una polimerasa que no deje 

nucleótidos A o G salientes en 3’) o cualquier sitio de restricción romo que no esté presente en 

el gen reportero. 

C3.5 - Plásmido pHKASP y derivados 

Como se ha comentado anteriormente, el casete básico HKASP (que no contiene el dominio 

sensor de la HK que se desea estudiar ni el gen reportero) se debe introducir en un plásmido 

para facilitar su manipulación y posterior aplicación. El casete HKASP se encuentra flanqueado 

por los sitios de restricción BglII (A↓GATC↑T) y DraI (TTT↓↑AAA), que serán utilizados para su 

clonación en el plásmido base. 

 

···GGGGGCCATATGTACGTACGGCGT···
···CCCCCGGTATACATGCATGCCGCA···

NdeI SnaBI

···GGGGGCCA
···CCCCCGGTAT

GTACGGCGT···
CATGCCGCA···

SnaBI

Figura C3.13. Sitio de inserción del Módulo Reportero. Se muestran la secuencia del sitio de
inserción del Módulo Reportero, formada por los sitios de restricción NdeI y SnaBI. NdeI genera un
extremo cohesivo que permite la clonación con orientación dirigida. SnaBI genera un extremo romo.
La digestión con estas enzimas debe ser secuencial: primero con SnaBI y luego con NdeI (si se
realizara al contrario y se iniciara el proceso con NdeI, no quedaría el número de nucleótidos
necesarios en el borde para permitir el corte de SnaBI).

NdeI

MÓDULO REPORTERO (básico)

vanH*p

Sitio Inserción
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Como plásmido base se decidió utilizar pKC796A, que es un vector bifuncional Escherichia-

Streptomyces, y que presenta el sistema de integración del fago ϕC31 (Kuhstoss et al., 1991. El 

Casete HKASP puede ser clonado fácilmente en este vector en los sitios BglII-DraI, y al ser un 

plásmido integrativo permite la incorporación genómica de la plataforma HKASP para su 

aplicación. El sistema de integración del fago ϕC31 presenta un sitio attB principal (constituye 

el punto de integración) en el gen SCO3798, así como varios sitios pseudo-attB que permiten 

integraciones adicionales, aunque no es demasiado habitual ya que la inserción en el sitio 

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

El plásmido generado por la clonación del Casete HKASP básico en el plásmido pKC796A se ha 

denominado pHKASP, y ha sido construido con éxito (Figura C3.14). El proceso (que incluye la 

generación del Casete HKASP) se detalla en el apartado “MM.6 - Diseño y construcción de 

vectores”. 

Aunque se ha planteado esta estrategia, el Casete HKASP puede ser clonado en otros plásmidos 

si fuera necesario, por ejemplo, en el plásmido multicopia pN702GEM3 (en este caso la 

clonación se realizaría en los sitios BglII-Eco53kI del vector). 

 

 

pHKASP
(9527 bp)

AprR (aac3-IV) ori ColE1
(Escherichia)

vanR

ermEp1
fdT

Integrasa Fago ϕC31

attP ϕC31 mmrT

λt0T

vanH*p

vanS*
(Dominios DHp y CA)

Riboswitch TheoE*

Casete HKASP
(3167 bp)

Figura C3.14. Esquema del vector pHKASP. Solo se muestran los promotores y terminadores
relevantes para la aplicación del vector.
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Una vez construido el plásmido pHKASP se decidió introducir diferentes genes reporteros, para 

generar plásmidos derivados que puedan ser utilizados como base en la aplicación de la 

plataforma HKASP. Se escogieron la xilanasa Xys1 (codificada por el gen xysA de Streptomyces 

halstedii) y la glucuronidasa GusA (codificado por el gen gusA de E. coli, optimizado para 

Streptomyces), enzimas que ya han sido utilizadas como sistemas reporteros en Streptomyces 

(Horbal et al., 2018; Myronovskyi et al., 2011; Rico, Yepes, et al., 2014; Rudolph et al., 2013; 

Sevillano et al., 2016). Los plásmidos generados por la clonación de xysA y gusA en el plásmido 

pHKASP se han denominado pHKASP-X y pHKASP-G, respectivamente, y han sido construidos 

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

Aunque se han seleccionado estos sistemas reporteros, se pueden introducir otros para su 

aplicación si es necesario, como xylE (González-Cerón et al., 2001; Ingram et al., 1989; Wang et 

al., 2015), cat (Hodge et al., 1995), neo (Wang et al., 2013, 2015; Xiang et al., 2009), luxAB 

(Craney et al., 2007; Wang et al., 2015; Weiser et al., 2006), gfp (Bai et al., 2015; Hamed et al., 

2018; Santos-Beneit & Errington, 2017; Sun et al., 1999) o rfp (Nguyen et al., 2007). 

C3.6 - Cepa hospedadora de la plataforma HKASP 

El TCS quimérico presente en la plataforma HKASP está basado en el TCS VanS/R. Por lo tanto, 

aunque esta herramienta puede ser aplicada en la cepa de uso habitual S. coelicolor M145 

(siempre que no se evalúen situaciones que produzcan daños en la pared celular), lo ideal es 

generar una cepa carente del clúster van para que no exista ninguna interferencia con la 

plataforma HKASP y pueda ser utilizada de la forma más óptima posible. 

El clúster van no es esencial, y en condiciones normales no interfiere con ningún otro proceso 

celular, por lo que su eliminación completa no debería afectar al comportamiento normal de S. 

coelicolor, con la salvedad de que la cepa generada sería sensible a vancomicina y antibióticos 

relacionados (y resistente a apramicina cuando se introduzca un plásmido derivado de pHKASP 

y se integre a nivel genómico). El clúster van presenta un tamaño de 7,2 kbp, por lo que su 

deleción mediante la tecnología CRISPR-Cas9 no debería suponer ningún problema, ya que se 

ha demostrado su capacidad de delecionar regiones de hasta 82,8 kbp de forma muy eficiente 

en Streptomyces (Huang et al., 2015). 

Para la deleción del clúster van se diseñó un sgRNA para dirigir el corte de la enzima Cas9 

contra el gen vanK (se encuentra en medio del clúster van) (Figura C3.15); y se 

construyeron los plásmidos pCRISPR-Cas9-sgVK, que contiene la enzima Cas9 y la secuencia 

codificante para el 
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sgRNA diseñado contra vanK, y el plásmido pCRISPR-Cas9-Van, que además de lo anterior 

también incluye un molde para la recombinación homóloga con las regiones adyacentes al 

clúster van (los detalles se indican en el apartado “MM.6 - Diseño y construcción de vectores”). 

Sin embargo, cuando estos plásmidos se introdujeron, junto a pCRISPR-Cas9, en S. coelicolor 

M145 mediante conjugación interespecífica, se comprobó que el sistema no funcionaba 

correctamente, ya que se obtuvieron colonias en el control de corte (pCRISPR-Cas9-sgVK). Esto 

quiere decir que el sgRNA diseñado no está dirigiendo de forma eficiente el corte de la enzima 

Cas9. Se han diseñado sgRNA alternativos que dirigen el corte contra otras regiones del clúster 

van (Figura C3.15), sin embargo, debido a limitaciones de tiempo no se han podido utilizar 

durante la realización de la presente Tesis Doctoral. 

Secuencia Diana PAM

CCGGACCTTCGACCTCTATATGAAGCGACGTGGTCGATGA
GGCCTGGAAGCTGGAGATATACTTCGCTGCACCAGCTACT

vanR
(SCO3590)

vanA
(SCO3595)

vanX
(SCO3596)

vanK
(SCO3593)

vanH
(SCO3594)

vanS
(SCO3589)

vanJ
(SCO3592)

Secuencia 
guía fallida

A

B C

Secuencia Diana PAM

CGTAGGCGTTGACACTCAGCAGCTCCAACGCGGTGTCGCC
GCATCCGCAACTGTGAGTCGTCGAGGTTGCGCCACAGCGG

Secuencia Diana PAM

TCTCCCACGGATTCTTCCGGATCCACCAGGAGGAGCAGCC
AGAGGGTGCCTAAGAAGGCCTAGGTGGTCCTCCTCGTCGG

ATCATGGCCGCCTGCGGTTTCGCCTCATACGCCTGCGAGT
TAGTACCGGCGGACGCCAAAGCGGAGTATGCGGACGCTCA

Secuencia DianaPAM

B

C

vanR
(SCO3590)

vanA
(SCO3595)

vanX
(SCO3596)

A

Figura C3.15. Diseño de guías contra el clúster van (CRISPR-Cas9). Secuencia diana seleccionada
para dirigir el corte de la enzima Cas9 contra el gen vanK mediante un sgRNA (guía fallida), así como
secuencias diana alternativas, dirigidas contra los genes vanR, vanA y vanX.

Secuencias diana
alternativas
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C3.7 - Aplicación de la plataforma HKASP y diseño experimental 

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

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

La forma más sencilla de utilizar esta herramienta es partir de los plásmidos pHKASP-X y pHKASP-

G, que ya han sido generados y contienen sistemas reporteros integrados. El usuario únicamente 

debe seleccionar la HK que desee estudiar, identificar su arquitectura proteica, y amplificar el 

fragmento del gen que va desde el inicio del mismo hasta el comienzo del dominio DHp. Este 

fragmento deberá incluir en el extremo, justo antes del codón de iniciación, el sitio de restricción 

AvrII (o el de alguno de sus isocaudómeros si AvrII no es posible); en el otro extremo también se 

puede incluir un sitio de restricción romo adecuado, aunque no es necesario. Una vez obtenido 

este fragmento genético, se clonará en el plásmido dando lugar a pHKASP-R-HK, que será 

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

 

Si se desea utilizar un sistema reportero distinto a XysA y GusA, el flujo de trabajo alternativo 

consistiría en partir del plásmido base pHKASP. El usuario debe seleccionar el gen reportero que 

desee utilizar y amplificarlo, teniendo en cuenta que en el extremo correspondiente al inicio del 

gen deberá incluir el sitio de restricción NdeI (o AseI si NdeI no es posible; en este caso se debe 

incluir también el codón de iniciación); en el otro extremo también se puede incluir un sitio de 

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

pHKASP-X
pHKASP-G

pHKASP-X-HK
pHKASP-G-HK

DHp CATRANS.TM TM

hki

HKi

AvrII
(SpeI, NheI, XbaI)

AvrII
(SpeI, NheI, XbaI)

EcoRV AvrII

PCR
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restricción romo, aunque no es necesario. Una vez obtenido el gen, se clonará en el plásmido 

dando lugar a pHKASP-R, sobre el cuál se podrá clonar el fragmento del gen de la HK que se 

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

 

El objetivo es que el usuario final tenga que realizar el menor número de operaciones posibles 

para poder empezar a utilizar la plataforma HKASP y estudiar las señales de activación de una 

HK de interés de la forma más rápida y sencilla posible, es decir, que esta herramienta presente 

una elevada usabilidad. 

Una vez que el plásmido final pHKASP-R-HK ha sido introducido en Streptomyces, se puede 

comenzar a utilizar la plataforma HKASP; a continuación, se propone un diseño experimental 

modelo para su aplicación, aunque las diferentes condiciones pueden variarse en función de las 

necesidades específicas de cada caso. 

Tal y como está planteado el diseño de la plataforma HKASP existen dos puntos de control: la 

adición de teofilina (inductor), que permite completar la expresión de las proteínas del TCS 

quimérico (qHK-VanR); y la adición de la señal de activación de la HK bajo estudio, que activará 

la cascada de transducción del TCS quimérico y la expresión del gen reportero (Figura C3.18, 

Figura C3.19). Teniendo esto en cuenta, se pueden establecer tres controles negativos: sin 

inductor y sin señal de activación (o añadiendo análogos estructurales, como la cafeína en el 

caso del inductor); sin inductor, pero con señal de activación; y con inductor, pero sin señal de 

activación; estos controles permitirán determinar si el funcionamiento de la plataforma es 

pHKASP-RpHKASP

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

Sistema Reportero

NdeI
(AseI)

NdeI
(AseI)

SnaBI NdeI

PCR



CAPÍTULO 3: La plataforma HKASP 

139 

correcto, así como actuar como blanco en la monitorización del sistema reportero (Figura 

C3.18). En este sentido, el control de la expresión del TCS quimérico mediante el riboswitch de 

teofilina es esencial. Al no conocerse la señal de activación de la HK bajo estudio podría darse el 

caso de que estuviera presente en el medio de cultivo utilizado (podría tratarse de un 

determinado nutriente, por ejemplo); esto daría lugar a diferencias entre los controles negativos 

sin inductor y el control negativo con inductor, lo que permitiría redefinir las condiciones de 

trabajo. 

El ensayo propuesto se realizaría en medio líquido (aunque se podría adaptar a medio sólido). 

Inicialmente se dejaría crecer a la cepa de Streptomyces durante 48 horas, tras lo cual se añadiría 

teofilina como inductor. Tras 24 horas para permitir la expresión del TCS se añadiría la potencial 

señal de activación de la HK de interés, y se incubaría otras 24 horas para permitir la expresión 

del sistema reportero si corresponde, antes de recoger los cultivos (Figura C3.19). Por tanto, 

este ensayo podría ser realizado en una semana.  
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Figura C3.18. Circuito biológico sintético de la plataforma HKASP. Se muestra el circuito genético
que constituye la base de la plataforma HKASP; el esquema se ha realizado en base a SBOL (Synthetic
Biology Open Language). El circuito es de tipo AND: requiere de todos los inputs (inductor y señal de
activación) para generar el output (sistema reportero).
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Figura C3.19. Diseño experimental de la plataforma HKASP. Para aplicar la plataforma HKASP
inicialmente se deja crecer la cepa, tras lo cual se añade teofilina como inductor. Tras la expresión
del TCS quimérico se añade la potencial señal de activación de la HK bajo estudio, lo que daría lugar a
la activación del sistema reportero si corresponde. Se incluye un cronograma en la parte superior.
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La plataforma HKASP permite analizar múltiples condiciones para determinar la potencial señal 

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

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

Además, este ensayo podría realizarse en placas multipocillo para facilitar el análisis simultáneo 

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

definir una potencial señal de activación para la HK de interés. 

 

C3.8 - Validación de la plataforma HKASP 

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

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

que su señal de activación es la molécula de glutamato, y que no responde a compuestos 

estructuralmente similares como la glutamina (Li et al., 2017). 
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Figura C3.20. Aplicación de la plataforma HKASP. La plataforma HKASP permite analizar múltiples
condiciones para determinar la potencial señal de activación de la HK que estamos estudiando. Una
vez identificada, entre otras cosas, se pueden ensayar varias concentraciones para caracterizar el
proceso de activación.
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Se ha seguido el flujo de trabajo indicado en el apartado anterior para generar los plásmidos 

pHKASP-X-GluK y pHKASP-G-GluK (los detalles se indican en el apartado “MM.6 - Diseño y 

construcción de vectores”). Sin embargo, debido a los problemas encontrados durante la 

generación de la cepa S. coelicolor M145 ΔvanSRJKHAX (apartado “C3.6 - Cepa hospedadora de 

la plataforma HKASP”), no se ha podido realizar la validación de la plataforma HKASP durante la 

realización de la presente Tesis Doctoral. 
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A lo largo de la presente Tesis Doctoral se han seguido diferentes aproximaciones para estudiar 

TCS de S. coelicolor implicados en la producción de antibióticos de cara a su aplicación 

biotecnológica. Resulta esencial tanto terminar de esclarecer las cascadas de señalización de 

sistemas ya descritos, como identificar y caracterizar sistemas que no hayan sido estudiados 

previamente, de cara a completar el complejo entramado regulatorio que presenta este 

organismo. Así mismo, el desarrollo de nuevas herramientas metodológicas para el estudio de 

estos sistemas es fundamental para facilitar y ampliar las futuras investigaciones.  

Las conclusiones del presente trabajo son: 

CAPÍTULO 1. El Sistema de Dos Componentes AbrB1/B2 

• El Sistema de Dos Componentes AbrB1/B2, constituido por los genes SCO2165/66 de 

Streptomyces coelicolor, se encuentra muy conservado en las bacterias del género 

Streptomyces. 

• El sistema AbrB1/B2 es un regulador negativo de la producción de los antibióticos 

actinorrodina y undecilprodigiosina, y no está implicado en la regulación del crecimiento ni 

el desarrollo morfológico. Este sistema parece actuar a través de la represión de los 

reguladores positivos de la producción de antibióticos EcrA1/A2 y ScbR2. 

• El sistema AbrB1/B2 es un regulador positivo de la resistencia a vancomicina, lo que da lugar 

a alteraciones en diversos procesos metabólicos y de respuesta a estrés; además, es 

homólogo de VraR/S (Staphylococcus aureus) y LiaR/S (Enterococcus faecium), implicados en 

la respuesta a daño en la pared celular. 

• La cepa de Streptomyces coelicolor en la que se ha delecionado AbrB1/B2 presenta ventajas 

sobre la cepa silvestre para la expresión de rutas heterólogas de antibióticos y antitumorales 

como lo demuestra el hecho de la mayor expresión de las rutas de oviedomicina y 

mitramicina en la cepa mutante. 

• La obtención de un mutante de Streptomyces coelicolor en los dos Sistemas de Dos 

Componentes AbrA1/A2 y AbrB1/B2 demuestra que, a nivel fenotípico, la mutación 

AbrB1/B2 predomina sobre la de AbrA1/A2. 
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CAPÍTULO 2. El Regulador de Respuesta huérfano Aor1 

• El Regulador de Respuesta huérfano Aor1 se produce en Streptomyces coelicolor 

principalmente al final de la fase exponencial de crecimiento (36 horas) y su sobreexpresión 

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

• Aun disponiendo de anticuerpos específicos frente a Aor1, no se ha podido completar la 

identificación de las secuencias diana de Aor1 por ChIP-Seq debido a problemas en el proceso 

de inmunoprecipitación. 

CAPÍTULO 3. Plataforma HKASP 

• Se ha completado el diseño y construcción de una plataforma para la identificación de las 

señales de activación de las distintas Histidina Quinasas en Streptomyces. Sin embargo, no se 

ha podido completar su validación durante la realización de este trabajo. 
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MM.1 - Microorganismos empleados 

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

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

colecciones de cultivos tipo ATCC (American Type Culture Collection) y CECT (Colección Española 

de Cultivos Tipo). Los hongos fitopatógenos utilizados para la realización de los ensayos de 

antibiosis fueron cedidos por el Centro Regional de Diagnóstico Aldearrubia (Junta de Castilla y 

León). 

Tabla MM.1. Microorganismos empleados. 

CEPA GENOTIPO REFERENCIA 

Escherichia coli DH5α 

F-, φ80dlacZΔM15, 
Δ(lacZYAargF)U169, recA1, 
endA1, hsdR17(rk-. mk+), supE44, 
λ-, thi-1, gyrA, relA1 

(Hanahan, 1983) 

Escherichia coli ET12567 dam, dcm, hsdS, cat, tet (MacNeil et al., 1992) 

Escherichia coli BL21 (DE3) 
F-, ompT, lon, hsdSB (rB

- mB
-), gal, 

dcm, λDE3 
Ref.:69450; Sigma-
Aldrich 

Escherichia coli Rosetta-gami B (DE3) 
F-, ompT, lon, hsdSB (rB

- mB
-), gal, 

dcm, lacY1, aphC, trxB, λDE3, 
gor522::Tn10, pRARE2 

Ref.:71136; Sigma-
Aldrich 

Streptomyces coelicolor M145 SCP1- SCP2- (Hopwood et al., 1985) 

Streptomyces coelicolor M145 
ΔabrB1/B2 

SCP1- SCP2- ΔSCO2165/66 
(Sánchez de la Nieta et 
al., 2020)* 

Streptomyces coelicolor M145 
ΔabrA1/A2 

SCP1- SCP2- ΔSCO1744/45 (Antoraz, 2018) 

Streptomyces coelicolor M145 
ΔabrA1/A2 
ΔabrB1/B2 

SCP1- SCP2- ΔSCO1744/45 
ΔSCO2165/66 

Este trabajo 

Streptomyces coelicolor M145 Δaor1 SCP1- SCP2- ΔSCO2281::aac3-IV (Antoraz et al., 2017) 

Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 Cepa silvestre ATCC  

Enterococcus faecalis ATCC 47077 Cepa silvestre ATCC  

Bacillus subtilis CECT 4522 Cepa silvestre CECT  

Micrococcus luteus CECT 245 Cepa silvestre CECT  

Escherichia coli ATCC 11775 Cepa silvestre ATCC 

Pseudomonas putida ATCC 12633 Cepa silvestre ATCC 

Enterobacter aerogenes ATCC 51697 Cepa silvestre ATCC  

Acinetobacter baylyi ATCC 33305 Cepa silvestre ATCC  

Phytophtora cactorum CRD Col12 Cepa silvestre CRDA (JCYL) 

Phoma exigua CRD Col15 Cepa silvestre CRDA (JCYL) 

Sclerotium cepivorum CRD 99/125 Cepa silvestre CRDA (JCYL) 

Fusarium solani CRD Col13 Cepa silvestre CRDA (JCYL) 

Sclerotinia sclerotiorum CRD 345/202 Cepa silvestre CRDA (JCYL) 

Rhizoctonia solani CRD 99/207 Cepa silvestre CRDA (JCYL) 
*El artículo con referencia (Sánchez de la Nieta et al., 2020) fue realizado durante la presente tesis doctoral. 
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E. coli DH5α se ha empleado de forma rutinaria para la construcción y aislamiento de vectores. 

E. coli ET12567 se ha utilizado para la demetilación de vectores, proceso requerido para su 

introducción en S. coelicolor. E. coli ET12567 / pUZ8002 se ha empleado en la transferencia de 

plásmidos a S. coelicolor por conjugación interespecífica. E. coli BL21 (DE3) y E. coli Rosetta-gami 

B (DE3) se han empleado para la expresión de proteínas. 

La manipulación de microorganismos se realizó en una cabina de seguridad biológica de Clase II 

Tipo A BIO-II-A/M (Telstar). La observación de los microorganismos a nivel microscópico se 

realizó en un microscopio Axiophot (Zeiss). Las microfotografías fueron capturadas con una 

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

MM.1.1 - Conservación de microorganismos 

Las cepas de S. coelicolor se conservaron en forma de suspensiones de esporas en glicerol 20% 

a una temperatura de -20ºC. El resto de bacterias utilizadas se conservaron como suspensiones 

celulares en glicerol 20% a una temperatura de -80ºC. Los hongos se conservaron en forma de 

micelio en glicerol 20% a una temperatura de -80ºC. 

La obtención de esporas de S. coelicolor se realizó siguiendo el método descrito por David A. 

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

MM.2 - Medios de cultivo 

Los medios de cultivo utilizados a lo largo de la tesis doctoral se detallan a continuación. Todos 

los medios fueron esterilizados por calor húmedo mediante autoclave antes de su uso (121ºC a 

una presión de 1 atm durante 20 min); los compuestos añadidos posteriormente se esterilizaron 

también por calor húmedo, o por filtración (filtros de 0,22 µm) en el caso de compuestos 

termolábiles (p. ej. antibióticos). Los medios de cultivo se utilizaron en forma líquida 

(composición indicada más adelante), en forma sólida (añadiendo agar 2% a la composición 

indicada para el medio líquido correspondiente), o en forma de agar-blando (añadiendo agar 

0,5% a la composición indicada para el medio líquido correspondiente). 

- 2XYT: Utilizado durante el proceso de conjugación interespecífica para el cultivo de esporas 

de S. coelicolor. Composición: Extracto de levadura 10,0 g/L; Triptona 16,0 g/L; NaCl 5,0 g/L. 

{pH 7,0}  
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-  BHI: Utilizado en los ensayos de antibiosis para el cultivo de las bacterias S. epidermidis, E. 

faecalis, E. coli, P. putida, E. aerogenes y A. baylyi. Composición: Peptona de gelatina 10,0 

g/L; Infusión de corazón de cerdo 10,0 g/L; Infusión de cerebro de cerdo 7,5 g/L; Dextrosa 

2,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Na2HPO4 2,5 g/L. {pH 7,4} 

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

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

- NB: Utilizado para el cultivo de S. coelicolor. Composición: Extracto de carne 3,0 g/L; 

Peptona de gelatina 5,0 g/L. {pH 6,8} 

- NMMP: Utilizado para el cultivo de S. coelicolor. Composición: Casaminoácidos 5,0 g/L; 

(NH4)2SO4 2,0 g/L; MgSO4·7H2O 0,6 g/L; Elementos traza 1,0 mL/L (ZnSO4·7H2O 1,0 g/L; 

FeSO4·7H2O 1,0 g/L; MnCl2·4H2O 1,0 g/L; CaCl2 1,0 g/L). Tras esterilizar mediante autoclave 

se añaden: Dextrosa 0,5%; NaH2PO4 / K2HPO4 4,5 mM. {pH 7,2} 

-  PDB: Utilizado en los ensayos de antibiosis para el cultivo de los hongos P. cactorum, P. 

exigua, S. cepivorum, F. solani, S. sclerotiorum y R. solani. Composición: Almidón de patata 

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

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

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

- R2YE: Utilizado para el cultivo de S. coelicolor. Composición: Extracto de levadura 5,0 g/L; 

Casaminoácidos 0,1 g/L; Dextrosa 10,0 g/L; Sacarosa 103,0 g/L; TES 5,73 g/L; K2SO4 0,25 g/L; 

Cl2Mg·6H2O 10,12 g/L; Elementos traza 2,0 mL/L (ZnCl2 40,0 mg/L; FeCl3·6H2O 200,0 mg/L; 

CuCl2·2H2O 10,0 mg/L; MnCl2·4H2O 10,0 mg/L; Na2B4O7·10H2O 10,0 mg/L; 

(NH4)6Mo7O24·4H2O 10,0 mg/L). Tras esterilizar mediante autoclave se añaden: L-Prolina 

0,3%; KH2PO4 0,005%; CaCl2·2H2O 0,3%. {pH 7,2} 

- R5A: Utilizado para el cultivo de S. coelicolor. Composición: Extracto de levadura 5,0 g/L; 

Casaminoácidos 0,1 g/L; Dextrosa 10,0 g/L; Sacarosa 103,0 g/L; MOPS 21,0 g/L; K2SO4 0,25 

g/L; Cl2Mg·6H2O 10,12 g/L; Elementos traza 2,0 mL/L (ZnCl2 40,0 mg/L; FeCl3·6H2O 200,0 

mg/L; CuCl2·2H2O 10,0 mg/L; MnCl2·4H2O 10,0 mg/L; Na2B4O7·10H2O 10,0 mg/L; 

(NH4)6Mo7O24·4H2O 10,0 mg/L). {pH 6,8} 
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- SFM: Utilizado para la obtención de esporas de S. coelicolor y durante el proceso de 

conjugación interespecífica. Composición: Harina de soja 20,0 g/L; Manitol 20,0 g/L (se 

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

-  TSB: Utilizado durante el proceso de aislamiento de DNA genómico de S. coelicolor. 

Composición: Peptona de caseína 17,0 g/L; Peptona de soja 3,0 g/L; Dextrosa 2,5 g/L; NaCl 

5,0 g/L; KH2PO4 2,5 g/L. {pH 7,3} 

-  YEG+MgCl2: Utilizado durante el proceso de obtención de protoplastos de S. coelicolor. 

Composición: Extracto de levadura 10,0 g/L; Dextrosa 10,0 g/L; Sacarosa 103,0 g/L; Glicina 

0,5%; MgCl2 5,0 mM. {pH 6,0} 

- YEPD: Utilizado para el cultivo de S. coelicolor; y en los ensayos de antibiosis para el cultivo 

de las bacterias B. subtilis, M. luteus y S. epidermidis. Composición: Extracto de levadura 

10,0 g/L; Peptona 20,0 g/L; Dextrosa 10,0 g/L. {pH 6,5} 

MM.2.1 - Antibióticos empleados 

Los antibióticos empleados durante la presente tesis doctoral se detallan en la Tabla MM.2. De 

forma general los antibióticos se utilizaron como marcadores de selección, a una concentración 

que inhibe el crecimiento de la bacteria en cuestión en ausencia del gen de resistencia. En el 

caso de la penicilina G y la vancomicina, se utilizaron varias concentraciones (rango indicado en 

la Tabla MM.2) para evaluar el efecto del sistema de regulación AbrB1/B2 sobre la resistencia a 

estos antibióticos. 

Tabla MM.2. Antibióticos empleados. 

ANTIBIÓTICO REFERENCIA 
CONCENTRACIÓN EMPLEADA 

Escherichia coli Streptomyces coelicolor 

Ácido nalidíxico N4382 (Sigma-Aldrich) 25 μg/mL - 

Ampicilina BP1760 (Fisher Scientific) 100 μg/mL - 

Apramicina A2024 (Sigma-Aldrich) 50 μg/mL 10 μg/mL 

Cloranfenicol 190321 (MP Biomedicals) 
25 μg/mL 

*(Ec-RgB: 34 μg/mL) 
- 

Higromicina HYG5000 (Formedium) 50 μg/mL 100 μg/mL 

Kanamicina BP906 (Fisher Scientific) 
50 μg/mL 

*(Ec-RgB: 15 μg/mL) 
- 

Neomicina N1876 (Sigma-Aldrich) - 50 μg/mL 

Penicilina G P3032 (Sigma-Aldrich) - 1 - 500 μg/mL 

Tetraciclina T7660 (Sigma-Aldrich) *Ec-RgB: 12,5 μg/mL - 

Tioestreptona 598226 (Calbiochem) - 10 μg/mL 

Vancomicina BP2958 (Fisher Scientific) - 0,1 - 500 μg/mL 
*Ec-RgB: Escherichia coli Rosetta-gami B (DE3) 
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MM.3 - Condiciones de cultivo 

De forma general, las cepas de E. coli se cultivaron en medio LB (tanto en forma líquida como 

sólida) a una temperatura de 37ºC durante 12 h (excepto E. coli Rosetta-gami B (DE3), que se 

cultivó durante 36 h). Los cultivos en medio sólido se incubaron en una estufa de cultivo 

universal INE-800 (Memmert). Los cultivos en medio líquido se llevaron a cabo en un volumen 

de 10 mL en matraces de 50 mL (1/5 del volumen total del matraz) y se incubaron en un agitador 

orbital termostatizado ISF-1-W (Kühner) con una agitación de 200 rpm. 

Las cepas de S. coelicolor se cultivaron en los medios sólidos NMMP, YEPD, NB, R2YE, R5A, LB, 

PGB y SFM a una temperatura de 30ºC en una estufa de cultivo universal INB-400 (Memmert). 

Por otro lado, los cultivos en los medios líquidos NMMP, LB, 2XYT, TSB y YEG+MgCl2 se llevaron 

a cabo en un volumen de 10 mL en matraces indentados de 50 mL (1/5 del volumen total del 

matraz) y se incubaron a 28ºC en agitadores orbitales termostatizados ISF-1-W (Kühner) y 

MaxQTM 4000 (Thermo Scientific) con una agitación de 200 rpm. 

Para los análisis fenotípicos de las cepas de S. coelicolor realizados en medio sólido se sembraron 

gotas de 5 μL con una concentración de 5·105 esporas/mL. Para los análisis fenotípicos, 

transcripcionales y transcriptómicos de las cepas de S. coelicolor realizados en medio líquido se 

partió de un inóculo inicial de 4·106 esporas/mL. En todos los análisis fenotípicos y 

transcripcionales se llevaron cabo cuatro réplicas, mientras que en los análisis transcriptómicos 

(RNAseq) se llevaron a cabo tres réplicas. 

En los ensayos fenotípicos las fotografías se obtuvieron con una cámara OLYMPUS E-620 

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

MM.3.1 - Curvas de crecimiento 

Las curvas de crecimiento de las cepas S. coelicolor M145 y S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2 se 

realizaron en medio líquido NMMP siguiendo las condiciones de cultivo generales indicadas 

previamente (se realizaron cuatro réplicas). Se tomaron muestras a las 5 h, 8 h, 10 h, 12 h y 

posteriormente cada 8 h hasta las 68 h. En cada tiempo se cuantificó la biomasa de los cultivos 

mediante la determinación del peso seco; para ello 10 mL de cultivo se filtraron a través de 

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

La monitorización de la producción de los antibióticos RED y ACT se realizó según se describe en 

el apartado “MM.10 - Análisis de la producción de antibióticos”. 
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MM.3.2 - Ensayos de antibiosis contra bacterias 

En los análisis fenotípicos realizados para evaluar la producción de compuestos endógenos con 

actividad antibiótica, las cepas S. coelicolor M145 y S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2 se sembraron 

en césped en placas Petri con medio NMMP y se incubaron a 30ºC durante 10 días. 

Posteriormente se extrajeron tacos de medio con micelio con un sacabocados (0,7 cm de 

diámetro).  

Los microorganismos testigos (S. epidermidis, E. faecalis, E. coli, P. putida, E. aerogenes y A. 

baylyi) se sembraron en 10 mL de agar-blando inoculados con 400 µL de una suspensión con una 

densidad óptica de 0,2 sobre placas Petri cuadradas de 120 mm con medio BHI.Tras la siembra 

de los microorganismos testigos, se pusieron los tacos con micelio de S. coelicolor. Las placas se 

incubaron durante 5 h a una temperatura de 4ºC para permitir la difusión de los compuestos 

producidos por S. coelicolor. Posteriormente las placas se incubaron a una temperatura de 30ºC 

durante 48 h para el crecimiento de los microorganismos testigos. Para estos ensayos se llevaron 

a cabo cuatro réplicas. Las fotografías del ensayo de antibiosis se obtuvieron con una cámara 

OLYMPUS E-620 (OLYMPUS) y se procesaron con Adobe Photoshop Lightroom (Adobe). El análisis 

de las imágenes se realizó en ImageJ (Schneider et al., 2012). 

MM.3.3 - Ensayos de antibiosis contra hongos 

En los análisis fenotípicos realizados para evaluar la producción de compuestos endógenos con 

actividad antifúngica, las cepas S. coelicolor M145 y S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2 se sembraron 

en césped en placas Petri con medio NMMP y se incubaron a 30ºC durante 10 días. 

Posteriormente se extrajeron tacos de medio con un sacabocados (0,7 cm de diámetro).Los 

microorganismos testigos (P. cactorum, P. exigua, S. cepivorum, F. solani, S. sclerotiorum y R. 

solani) se sembraron en césped en placas Petri con medio PDA y se incubaron a 25ºC durante 

10 días. Posteriormente se extrajeron tacos de medio con micelio con un sacabocados (0,7 cm 

de diámetro). 

En placas Petri con medio PDA se dispusieron los tacos de los hongos usados como 

microorganismos testigos y los tacos de las cepas de S. coelicolor a una distancia de 3,5 cm, y se 

incubaron a 25ºC durante 10 días. Para estos ensayos se llevaron a cabo cuatro réplicas. Las 

fotografías del ensayo de antibiosis se obtuvieron con una cámara OLYMPUS E-620 (OLYMPUS) 

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

En los ensayos de antibiosis realizados para evaluar la producción heteróloga de compuestos 

con actividad antibiótica (oviedomicina y mitramicina), las cepas de S. coelicolor M145 y S. 

coelicolor M145 ΔabrB1/B2 transformadas con los vectores pKC505 (control), CosAB4 

(producción de oviedomicina), pCLY10 (control) y pMTMF (producción mitramicina) se 

cultivaron en 10 mL de medio líquido NMMP (en matraces indentados) y se incubaron a 28ºC 

durante 4 días con una agitación de 200 rpm. Tras la incubación, se realizó una extracción de 

compuestos de las muestras (micelio y sobrenadante) mediante tratamiento con acetato de 

etilo acidificado (ácido fórmico 1,0%); la fase orgánica se recogió y desecó, y los compuestos 

extraídos se resuspendieron en DMSO. 

Los microorganismos testigos (B. subtilis, M. luteus y S. epidermidis) se sembraron en 10 mL de 

agar-blando inoculados con 400 µL de una suspensión con una densidad óptica de 0,2 sobre 

placas Petri cuadradas de 120 mm con medio YEPD. Tras la siembra de los microorganismos 

testigos se realizaron pocillos en las placas con un sacabocados (0,7 cm de diámetro), en los que 

se inocularon los extractos en DMSO obtenidos. Las placas se incubaron durante 5 h a una 

temperatura de 4ºC para permitir la difusión de los compuestos presentes en los extractos. 

Posteriormente las placas se incubaron a una temperatura de 30ºC durante 48 h para el 

crecimiento de los microorganismos testigos. Para estos ensayos se llevaron a cabo tres réplicas. 

Las fotografías del ensayo de antibiosis se obtuvieron con una cámara OLYMPUS E-620 

(OLYMPUS) y se procesaron con Adobe Photoshop Lightroom (Adobe). El análisis de las imágenes 

se realizó en ImageJ (Schneider et al., 2012). 

MM.3.5 - Ensayos de resistencia a antibióticos 

Los ensayos de resistencia a vancomicina y penicilina G en los que se evaluó la ratio de 

supervivencia de esporas de cepas S. coelicolor M145 y S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2 se 

realizaron en placas Petri con medio NMMP. Se sembraron 2·105 esporas (y diluciones decimales 

seriadas) de las distintas cepas en placas con concentraciones crecientes de vancomicina o 

penicilina G (1, 10, 50, 100 y 500 µg/mL). Las placas se incubaron a 30ºC en una estufa de cultivo 

universal INB-400 (Memmert) durante 4 días. Para estos ensayos se llevaron a cabo cuatro 

réplicas. 
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Los ensayos de resistencia a vancomicina en medio líquido se realizaron en placas multipocillo 

Falcon® 24-well Clear Flat Bottom TC-treated Multiwell Cell Culture Plate (Ref.: 353047; Corning). 

En cada pocillo se cultivaron 1,5 mL de medio NMMP inoculados con 4·106 esporas/mL de las 

cepas S. coelicolor M145 y S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2; y se añadieron concentraciones 

crecientes de vancomicina (1-500 µg/mL). Las placas se incubaron a 28ºC en un agitador orbital 

termostatizado MaxQTM 4000 (Thermo Scientific) con una agitación de 200 rpm durante 7 días. 

Las fotografías del ensayo de resistencia se obtuvieron con una cámara OLYMPUS E-620 

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

MM.4 - Manipulación y detección de ácidos nucleicos 

MM.4.1 - Extracción de vectores en Escherichia coli 

La extracción de plásmidos (minipreps) presentes en E. coli se realizó mediante el kit NucleoSpin® 

Plasmid (Ref.: 740588; Macherey-Nagel) siguiendo el protocolo y condiciones recomendadas 

por el fabricante. 

La extracción de cósmidos se llevó a cabo siguiendo el método de extracción alcalina modificado 

descrito por H.C. Birnboim (Birnboim & Doly, 1979). Se cultivó E. coli con el cósmido de interés 

a 37ºC durante 12 h. Tras la incubación se recogieron las células y se trataron con la Solución P1 

(Tris-HCl 50,0 mM; EDTA 10,0 mM; RNasa 40,0 mg/L) y la Solución P2 (NaOH 0,2 M; SDS 1,0%). 

Se llevó a cabo una incubación a temperatura ambiente durante 5 min, tras lo que se añadió la 

Solución P3 (Acetato de potasio 2,55 M; pH 4,8) y se llevó a cabo un paso de fenolización, en el 

que se trató con una mezcla Fenol : Cloroformo : Alcohol Isoamílico (25:24:1) equilibrado con 

Tris-HCl 1,0 M (pH 8,0), y se recuperó la fase acuosa. Las muestras se trataron con isopropanol 

para precipitar el DNA. Finalmente, el pellet obtenido se lavó con etanol 70,0% y se resuspendió 

en solución TE (Tris-HCl 10,0 mM; EDTA 1,0 mM; pH 8,0).  

La concentración y calidad de los vectores aislados se determinó en un espectrofotómetro 

NanoPhotometer® N60 (IMPLEN). 

MM.4.2 - Extracción de DNA genómico en Streptomyces coelicolor 

La extracción de DNA genómico procedente de cepas de S. coelicolor se realizó mediante un 

método de lisis neutra modificado del descrito por David A. Hopwood y colaboradores 

(Hopwood et al., 1985).  
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La cepa de interés se cultivó en medio líquido TSB durante 36 h. Posteriormente el micelio se 

recogió, se lavó con una solución de sacarosa 10,3% y se resuspendió en Solución de Lisis (Tris-

HCl 25,0 mM; Sacarosa 0,3 M; EDTA 25,0 mM; Lisozima 2,0 g/L; RNasa 50,0 mg/L; pH 8,0). Tras 

una incubación a 37ºC durante 30 min, se añadió SDS 2,0%. Posteriormente se añadió una 

mezcla Fenol : Cloroformo : Alcohol Isoamílico (25:24:1) equilibrado con Tris-HCl 1,0 M (pH 8,0), 

y se recuperó la fase acuosa. Este paso se repitió en tubos Phase Lock Gel Heavy (Ref.: 2302810; 

5 Prime). A la fase acuosa recuperada se añadió acetato de sodio 3,0 M (pH 4,8) e isopropanol 

para precipitar el DNA genómico. Tras la eliminación del sobrenadante, el precipitado se lavó 

con etanol 70,0%. Tras eliminar todo el etanol, el precipitado se resuspendió en solución TE (Tris-

HCl 10,0 mM; EDTA 1,0 mM; pH 8,0).  

La concentración y calidad del DNA genómico aislado se determinó en un espectrofotómetro 

NanoPhotometer® N60 (IMPLEN). 

MM.4.3 - Extracción de RNA en Streptomyces coelicolor 

La cepa de S. coelicolor de interés se cultivó en las condiciones establecidas. Una vez completado 

el cultivo, se recogió el micelio y se trató con RNAprotect® Bacteria Reagent (Ref.: 1018380; 

QIAGEN). Para la extracción del RNA se utilizó el kit RNeasy® Mini Kit (Ref.: 74104; QIAGEN) junto 

el RNase-Free DNase Set (Ref.: 79254; Qiagen). El RNA extraído se trató con RNase-free DNase I 

(Ref.: EN0521; Thermo Scientific) para eliminar cualquier resto de DNA que pudiera quedar. Para 

todo el proceso se siguió el protocolo y condiciones recomendadas por el fabricante. 

Para prevenir la contaminación por RNasas que afecten a la integridad del RNA extraído, el 

material utilizado se limpió con Solución de Eliminación de Nucleasas (NaClO 0,75%; NaOH 1,0%; 

SDS 0,95%; NaHCO3 90,0 mM). 

La concentración y calidad del RNA extraído se determinó en un sistema 2100 Bioanalyzer 

(Agilent) por el Servicio de Secuenciación del Centro de Investigación del Cáncer (Universidad 

de Salamanca / Consejo Superior de Investigaciones Científicas). La ausencia de DNA se chequeó 

por PCR, mediante amplificación del gen rpsL (SCO4659) con los cebadores RCD-009 y RCD-011 

(“Anexo II - Oligonucleótidos empleados”). 
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MM.4.4 - Electroforesis en gel de agarosa 

La separación de moléculas de DNA según su tamaño se llevó a cabo mediante electroforesis en 

gel de agarosa 0,8%, o a una concentración de 1,2% en el caso de fragmentos de DNA de 

pequeño tamaño. Las electroforesis se realizaron a un voltaje constante de 120 V en la solución 

tampón TAE (Tris-Acetato 40,0 mM; EDTA 2,0 mM). Para la visualización de los ácidos nucleicos 

se utilizó como marcador fluorescente bromuro de etidio (0,5 mg/L en el gel de agarosa). Las 

bandas se visualizaron mediante un transiluminador de luz UV acoplado al sistema fotográfico 

digital GelDoc 2000 (Bio-Rad). Para la visualización y procesamiento de las imágenes obtenidas 

de los geles se utilizó el programa Quantity One (Bio-Rad). Como marcador de peso molecular 

para ácidos nucleicos se utilizó GeneRuler DNA Ladder Mix (Ref.: SM0333; Thermo Scientific). 

MM.4.5 - Técnicas básicas de ingeniería genética 

Durante la construcción de plásmidos realizada en la presente tesis doctoral (“MM.6 - Diseño y 

construcción de vectores”) se llevaron a cabo digestiones con enzimas de restricción, ligaciones 

y desfosforilaciones. Las enzimas de restricción utilizadas se indican en la Tabla MM.3. La 

ligación de vectores e insertos, así como de fragmentos de DNA, se realizaron con la enzima T4 

DNA Ligase (Ref.: EL0011; Thermo Scientific). Los vectores linealizados con extremos romos 

durante los procesos de clonación fueron tratados con la fosfatasa FastAPTM Thermosensitive 

Alkaline Phosphatase (Ref.: EF0654; Thermo Scientific) para desfosforilar los extremos y prevenir 

los eventos de religación. En todos los casos se siguió el protocolo y condiciones recomendadas 

por el fabricante.  

La purificación de los fragmentos de DNA tanto en solución como en geles de agarosa se realizó 

mediante el kit comercial NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up (Ref.: 740609; Macherey-Nagel). 

La concentración y calidad de los ácidos nucleicos en los diferentes procesos se determinó en 

un espectrofotómetro NanoPhotometer® N60 (IMPLEN). 

Tabla MM.3. Enzimas de restricción empleadas. 

ENZIMA DE RESTRICCIÓN SITIO DE RESTRICCIÓN REFERENCIA 

AvrII C↓CTAG↑G R0174 (New England BioLabs) 

BamHI G↓GATC↑C ER0051 (Thermo Scientific) 

BglII A↓GATC↑T ER0081 (Thermo Scientific) 

DraI TTT↓↑AAA R0129 (New England BioLabs) 

EcoRI G↓AATT↑C ER0271 (Thermo Scientific) 

EcoRV GAT↓↑ATC R3195 (New Enland BioLabs) 

HindIII A↓AGCT↑T ER0501 (Thermo Scientific) 
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ENZIMA DE RESTRICCIÓN SITIO DE RESTRICCIÓN REFERENCIA 

NdeI CA↓TA↑TG ER0581 (Thermo Scientific) 

NheI G↓CTAG↑C R3131 (New England BioLabs) 

NcoI C↓CATG↑G ER0571 (Thermo Scientific) 

SnaBI TAC↓↑GTA R1030 (New England BioLabs) 

SpeI A↓CTAG↑T R0133 (New England BioLabs) 

XbaI T↓CTAG↑A R0145 (New England BioLabs) 

 

MM.4.6 - PCR convencional 

Los cebadores empleados en las PCRs convencionales se diseñaron mediante el programa 

SnapGene (Insightful Science) y la herramienta OligoAnalyzer (Integrated DNA Technologies); y 

fueron sintetizados por Invitrogen (Thermo Fisher Scientific). El listado de cebadores se incluye 

en el apartado “Anexo II - Oligonucleótidos empleados”. 

Las PCRs realizadas en procesos de chequeo (p.ej. en la comprobación de la deleción de genes 

durante la edición genómica con el sistema CRISPR-Cas9) se realizaron con el kit Biotools DNA 

Polymerase (Ref.: 10002-4100; Biotools B&M Labs) siguiendo el protocolo y condiciones 

recomendadas por el fabricante.  Las PCRs se llevaron a cabo en un termociclador C1000 TouchTM 

Thermal Cycler (Bio-Rad); el programa empleado se detalla en Tabla MM.4. 

Tabla MM.4. Programa empleado en el termociclador para el kit Biotools DNA Polymerase. 

ETAPA Nº CICLOS TEMPERATURA TIEMPO 

Desnaturalización inicial x1 94ºC 

Si el molde es un plásmido:  
3 min 
Si el molde es DNA genómico: 
10 min 

Desnaturalización 

x35 

94ºC 1 min 

Anillamiento de cebadores Tm - 5ºC 1 min 

Extensión 72ºC 1 min / kbp 

Extensión final x1 72ºC 10 min 

Enfriamiento x1 4ºC ∞ 
*Nota: Tm hace referencia a la temperatura de fusión de los cebadores. 

Las PCRs de alta fidelidad realizadas para amplificar fragmentos utilizados en la construcción de 

plásmidos se realizaron con el kit Phusion Hot Start II DNA Polymerase (Ref.: F549; Thermo 

Scientific), siguiendo el protocolo y condiciones recomendadas por el fabricante. Las PCRs se 

llevaron a cabo en un termociclador C1000 TouchTM Thermal Cycler (Bio-Rad); el programa 

empleado se detalla en Tabla MM.5. 
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Tabla MM.5. Programa empleado en el termociclador para el kit Phusion Hot Start II DNA Polymerase. 

ETAPA Nº CICLOS TEMPERATURA TIEMPO 

Desnaturalización inicial x1 98ºC 

Si el molde es un plásmido:  
30 s 
Si el molde es DNA genómico: 
3 min 

Desnaturalización 

x35 

98ºC 10 s 

Anillamiento de cebadores Tm 30 s 

Extensión 72ºC 30 s / kbp 

Extensión final x1 72ºC 5 min 

Enfriamiento x1 4ºC ∞ 
*Nota: Tm hace referencia a la temperatura de fusión de los cebadores. 

MM.4.7 - RT-qPCR (PCR cuantitativa de transcripción reversa) 

Los cebadores empleados en las RT-qPCRs se diseñaron mediante la herramienta PrimerQuest 

Tool (Integrated DNA Technologies); y fueron sintetizados por Invitrogen (Thermo Fisher 

Scientific). El listado de cebadores se incluye en el apartado “Anexo II - Oligonucleótidos 

empleados”. 

El RNA de las muestras fue extraído tal y como se indica en el apartado “MM.4.3 - Extracción de 

RNA en Streptomyces coelicolor”. A partir de este RNA se sintetizó cDNA utilizando el kit iScript 

Reverse Transcription Supermix (Ref.:170-8841; Bio-Rad). La PCR cuantitativa de transcripción 

reversa (RT-qPCR) se realizó mediante el kit TB Green® Premix Ex TaqTM (Ref.: RR420A; Takara) 

en un termociclador CFX96 Touch Real Time PCR Detection System (Bio-Rad) siguiendo el 

programa detallado en Tabla MM.6. Se siguieron los protocolos y condiciones recomendadas 

por el fabricante en todos los pasos indicados. Se realizaron triplicados técnicos, así como un 

control sin cDNA (NTC) para comprobar la ausencia de contaminación ambiental. Como gen 

control se utilizó rpsL (SCO4659). Para la cuantificación absoluta de la expresión de los genes de 

interés se utilizó como estándar de referencia diluciones seriadas de DNA genómico de S. 

coelicolor (número de copias conocido). El procesamiento y análisis de datos se realizó en el 

programa CFX ManagerTM (Bio-Rad). 

Tabla MM.6. Programa empleado en el termociclador para las RT-qPCRs. 

ETAPA Nº CICLOS TEMPERATURA TIEMPO 

Desnaturalización inicial x1 95ºC 30 s 

Desnaturalización 

x40 

95ºC 5 s 

Anillamiento y extensión 60ºC 30 s 

Lectura Lectura de fluorescencia 

Curva de fusión x1 
Rampa de temperatura: 
De 65ºC a 95ºC (aumento de 0,5ºC cada 5 s) 
*Lectura de fluorescencia tras cada aumento de temperatura 
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MM.4.8 - Análisis transcriptómico por RNAseq 

La secuenciación de los transcriptomas (RNAseq) de las diferentes muestras analizadas fue 

realizada por la empresa Macrogen. El RNA de las muestras fue extraído tal y como se indica en 

el apartado “MM.4.3 - Extracción de RNA en Streptomyces coelicolor”. El rRNA de las muestras 

fue eliminado mediante Ribo-Zero rRNA Removal Kit Bacteria (Illumina), y se obtuvo una librería 

de cada muestra mediante TruSeq Stranded Total RNA (Illumina). Las moléculas de las librerías 

generada se secuenciaron por ambos extremos (paired-end reads) con una longitud de 150 

bases en un equipo NovaSeq6000 (Illumina). Los datos de secuenciación obtenidos se 

convirtieron a formato FASTQ mediante el paquete bcl2fastq, y se depositaron en la base de 

datos NCBI SRA (BioProject_ID: PRJNA6374015; BioSample_Accesions: SAMN15105054, 

SAMN15105055, SAMN15105056, SAMN15105057). 

El procesamiento de los datos se realizó en colaboración con el Dr. Juan F. Alzate (Centro 

Nacional de Secuenciación Genómica, Universidad de Antioquía, Colombia). Se utilizó el 

software RaNA-Seq (Prieto & Barrios, 2020) para el preprocesamiento por fastp 0.19.4 (Chen et 

al., 2018) y la cuantificación por salmon 0.9.1 (Patro et al., 2017). Se obtuvieron entre 36 y 52 

millones de lecturas totales de cada librería durante el proceso de secuenciación, de las cuales 

aproximadamente el 99% pasaron los filtros de calidad (secuencias muy cortas, con demasiadas 

Ns, etc.). Tras este filtrado, los valores de calidad de Q30 se encontraron en torno al 96%. Entre 

el 89% y el 94% de las secuencias filtradas fueron mapeadas correctamente en el genoma de 

referencia (Streptomyces coelicolor A3(2); GenBanK NC_003888). El análisis de la expresión 

diferencial génica se realizó con DEseq2 (se aplicó un test de Wald y un ajuste paramétrico). 

Los alineamientos de las lecturas obtenidas con el genoma de referencia se visualizaron con 

Integrative Genomics Viewer (Robinson et al., 2011). 

MM.4.9 - Identificación de secuencias diana por ChIP-Seq 

Para la identificación de secuencias diana del regulador huérfano Aor1 se utilizó el método de 

ChIP-SICAP-Seq modificado del descrito por Mahmoud-Reza Rafiee y colaboradores (Rafiee et 

al., 2016). Este método también permite identificar las proteínas que interaccionan con el 

regulador de interés cuando se encuentra unido a sus secuencias diana. 

 

 
5

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

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


MATERIALES Y MÉTODOS 

162 

Preparación de las muestras y cross-linking 

S. coelicolor M145 se cultivó en medio líquido LB a 28ºC durante 36 h en agitación a 200 rpm. El 

cultivo se realizó en matraces indentados con un inóculo inicial de 106 esporas/mL por triplicado. 

Tras la incubación, los cultivos se trataron con formaldehído 1,0% y se incubaron a 30ºC durante 

20 min con agitación a 200 rpm (proceso de cross-linking). La reacción se paró mediante la 

adición de glicina 0,5 M e incubación a 25ºC durante 5 min con agitación a 200 rpm. El micelio 

de las muestras se recogió y se lavó con PBS (NaCl 8,0 g/L; KCl 2,0 g/L; Na2HPO4 11,5 g/L; KH2PO4 

2,0 g/L; pH 7,4). 

Rotura celular 

El micelio recogido de las muestras se congeló a -80ºC y posteriormente se llevó a cabo el 

proceso de rotura celular en un molino criogénico 6770 Freezer/Mill® (Spex SamplePrep). Se 

llevaron a cabo 4 ciclos de rotura de 1 min con una intensidad de 15 CPS (30 impactos por 

segundo); entre ciclos se dejó un reposo de 1 min. El lisado celular se resuspendió en Buffer de 

Lisis (HEPES-KOH 50,0 mM; Deoxicolato sódico 0,1%; SDS 0,1%, Triton X-100 1,0%; EDTA 1,0 mM; 

NaCl 150,0 mM; cOmpleteTM EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Ref.:11873580001 Roche; pH 

7,5) y se incubó a 37ºC durante 30 min. 

Fragmentación DNA 

Para la fragmentación del DNA por ultrasonidos, el lisado celular obtenido fue procesado en un 

equipo Bioruptor® UCD-300 Plus (Diagenode). Para obtener una fragmentación con un rango de 

tamaños de 100-600 bp se aplicaron 15 pulsos de 30 s con intensidad alta (30 s de reposo entre 

pulsos); durante el proceso se mantuvo una temperatura de 4ºC. La fragmentación del DNA se 

chequeó por electroforesis en gel de agarosa 1,2%. 

Inmunoprecipitación 

Parte del volumen de las muestras se separó para su utilización como controles Mock (control 

sin paso de incubación con anticuerpos durante la etapa de inmunoprecipitación) e Input 

(control sin etapa de inmunoprecipitación). A las muestras se les añadió 20 μg de anticuerpos α-

Aor1, y se incubaron a 4ºC durante 12 horas y agitación a 800 rpm. Tras la incubación con 

anticuerpos, a las muestras (y a los controles Mock) se les añadió Buffer IP (HEPES-KOH 50,0 

mM; Deoxicolato sódico 0,1%; SDS 0,1%, Triton X-100 1,0%; EDTA 1,0 mM; NaCl 150,0 mM; 

Lisozima 4,0 g/L; RNasa 50,0 mg/L; cOmpleteTM EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail 
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Ref.:11873580001 Roche; pH 7,5) y Dynabeads® Protein A (Ref.: 100001D; Invitrogen), y se 

incubaron a 4ºC durante 4 h y agitación a 20 rpm. Tras la incubación, los posteriores lavados con 

Buffer IP (6 veces) se realizaron en un soporte magnético DynaMagTM-2 Magnet (Invitrogen). 

Tras los lavados, las esferas se resuspendieron en Buffer de Elución (SDS 1,5%; DTT 0,2 M) y se 

incubaron a 37º durante 15 min en agitación a 750 rpm, tras lo que se recogieron los 

sobrenadantes (los controles Input también se pasaron a Buffer de Elución). 

De-cross-linking y digestión proteica 

Las muestras (y todos los controles) se trataron con Ácido Indolacético 20,0 mM y Ditiotreitol 

9,0 mM; y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min en oscuridad. Posteriormente 

se añadió la endoproteinasa LysC (Ref.: P8109; New England BioLabs) a una concentración final 

de 1,2 ng/μL, y las muestras se incubaron a 37ºC durante 12 h. 

Purificación ácidos nucleicos 

Finalmente, el DNA de las muestras y controles se purificó mediante AMPure XP Magnetic Beads 

(Ref.:NC9959336; Beckman Coulter) siguiendo el protocolo y recomendaciones del fabricante. 

La concentración y calidad del DNA obtenido se determinó en un equipo 2100 Bioanalyzer 

(Agilent) por el Servicio de Secuenciación, Genómica y Proteómica de la Universidad de 

Salamanca. 

Aunque la metodología de ChIP-Seq para la identificación de las secuencias dianas de Aor1 no 

termina aquí, no se pudo continuar ya que no se consiguió inmunoprecipitar DNA para llevar a 

cabo el proceso. Los controles y chequeos realizados se detallan en el apartado “C2.4 - 

Identificación de las secuencias diana de Aor1 por ChIP-Seq”. 

MM.5 - Vectores empleados 

Los vectores utilizados a lo largo del presente trabajo se detallan en la Tabla MM.8. El diseño y 

construcción de los plásmidos generados durante la tesis doctoral se detalla en el apartado 

“MM.6 - Diseño y construcción de vectores”. 

Los vectores pKC505 y CosAB4 fueron cedidos por los Dres. José Antonio Salas y Carmen Méndez 

(Universidad de Oviedo). Los vectores pCLY10 y pMTMF fueron cedidos por el Dr. Jesús Cortés 

(EntreChem). El plásmido pNG3 fue cedido por el Dr. Ángel Manteca (Universidad de Oviedo). El 

plásmido pCRISPR-Theo fue cedido por el Dr. Jesús Aparicio (Universidad de León). 
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Tabla MM.8. Vectores empleados. 

VECTOR DESCRIPCIÓN REFERENCIA 

pUZ8002 
Vector para transferencias por conjugación (operón tra). 
Resistencias: Kanamicina (aph3’-Ia) 

(Paget, Chamberlin, 
et al., 1999) 

pCRISPR-Cas9 

Vector bifuncional Escherichia – Streptomyces. Incluye el 
gen cas9 de Streptococcus pyogenes bajo el promotor 
tipAp, y el casete sgRNA bajo el promotor ermEp. 
Termosensible. 
Resistencias: Apramicina (aac3-IV), Tioestreptona (trs) 

(Tong et al., 2015) 

pCRISPR-Cas9-sgB 
Derivado de pCRISPR-Cas9. Contiene un sgRNA dirigido 
contra el sistema abrB1/B2 de S. coelicolor. 

(Sánchez de la Nieta 
et al., 2020)* 

pCRISPR-Cas9-AbrB 
Derivado de pCRISPR-Cas9-sgB. Contiene el molde para la 
recombinación homóloga con las secuencias adyacentes a 
los genes abrB1/B2 de S. coelicolor. 

(Sánchez de la Nieta 
et al., 2020)* 

pXHis1 

Vector de E. coli. Incluye el gen xysA de Streptomyces 
halstedii (marcado con 6xHis en Ct) bajo su propio 
promotor. 
Resistencias: Ampicilina (bla) 

(Adham et al., 
2001) 

pXAbrB 
Derivado de pXHis1. Incluye el operón abrB1/B2 de S. 
coelicolor bajo su propio promotor. 

(Sánchez de la Nieta 
et al., 2020)* 

pKC796A 
Vector bifuncional Escherichia – Streptomyces. 
Integrativo, contiene la integrasa del fago ϕC31. 
Resistencias: Apramicina (aac3-IV) 

(Kuhstoss et al., 
1991) 

pKCAbrB 
Derivado de pKC796A. Incluye el operón abrB1/B2 de S. 
coelicolor bajo su propio promotor. 

(Sánchez de la Nieta 
et al., 2020)* 

pN702GEM3 
Vector bifuncional Escherichia – Streptomyces. Alto 
número de copias. 
Resistencias: Kanamicina (aph3’-II), Neomicina (aph3’-II) 

(Fernández-Abalos 
et al., 2003) 

pNBAbrB 
Derivado de pN702GEM3. Incluye el operón abrB1/B2 de 
S. coelicolor bajo su propio promotor. 

(Sánchez de la Nieta 
et al., 2020)* 

pKC505 
Vector bifuncional Escherichia – Streptomyces. Bajo 
número de copias. 
Resistencias: Apramicina (aac3-IV) 

(Richardson et al., 
1987) 

CosAB4 
Derivado de pKC505. Contiene el clúster ovm (ruta de 
biosíntesis de la oviedomicina) de Streptomyces 
antibioticus. 

(Méndez et al., 
2002) 

pCLY10 

Vector trifuncional Saccharomyces – Escherichia – 
Streptomyces. Integrativo, contiene la integrasa del fago 
VWB. 
Resistencias: Apramicina (aac3-IV) 

(Bilyk et al., 2016) 

pMTMF 
Derivado de pCLY10. Contiene el clúster mtm (ruta de 
biosíntesis de la mitramicina) de Streptomyces argillaceus. 

(Novakova et al., 
2018) 

pET22b[+] 

Vector de E. coli. Contiene el promotor T7 con el sistema 
de inducción lacO-lacI, la secuencia señal pelB y una 
secuencia 6xHis. Bajo número de copias. 
Resistencias: Ampicilina (bla) 

Ref.: 69744; 
Novagen 

pET-Aor1 

Derivado de pET22b[+]. Incluye el gen aor1 de S. 
coelicolor (marcado con 6xHis en Ct) bajo el promotor T7 
con el sistema de inducción lacO-lacI. Se ha eliminado la 
secuencia señal pelB presente en pET22b[+]. 

(Yepes, 2010) 

pQE-30 

Vector de E. coli. Contiene el promotor T5 con el sistema 
de inducción lacO-lacI, y una secuencia 6xHis. Bajo 
número de copias. 
Resistencias: Ampicilina (bla), Cloranfenicol (cat) 

Ref.: 32915; 
QIAGEN 
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VECTOR DESCRIPCIÓN REFERENCIA 

pQE-Aor1 
Derivado de pQE-30. Incluye el gen aor1 de S. coelicolor 
(marcado con 6xHis en Nt) bajo el promotor T5 con el 
sistema de inducción lacO-lacI. 

Este trabajo 

pNX-Aor1 
Derivado de pN702GEM3. Incluye el gen aor1 de S. 
coelicolor bajo el promotor xysAp. 

(Antoraz et al., 
2017) 

pNErmX 
Derivado de pN702GEM3. Incluye el gen xysA de 
Streptomyces halstedii bajo el promotor ermE*p. 

(Sevillano et al., 
2016) 

pBluescript II SK(+) 
Vector de E. coli. Alto número de copias. 
Resistencias: Ampicilina (bla) 

Ref.: 212207; 
Stratagene 

pBS-STAor1-C2 
Derivado de pBluescript II SK(+). Incluye el gen aor1 de S. 
coelicolor (marcado con 3xFLAG en Ct). 

Este trabajo 

pBS-STAor1-CE 
Derivado de pBS-STAor1-C2. Incluye el gen aor1 de S. 
coelicolor (marcado con 3xFLAG en Ct) bajo el promotor 
ermE*p. 

Este trabajo 

pBS-STAor1-N2 
Derivado de pBluescript II SK(+). Incluye el gen aor1 de S. 
coelicolor (marcado con 3xFLAG en Nt). 

Este trabajo 

pBS-STAor1-NE 
Derivado de pBS-STAor1-N2. Incluye el gen aor1 de S. 
coelicolor (marcado con 3xFLAG en Nt) bajo el promotor 
ermE*p. 

Este trabajo 

pKC796H 
Vector bifuncional Escherichia – Streptomyces. 
Integrativo, contiene la integrasa del fago ϕC31. 
Resistencias: Higromicina (hyg) 

(Fernández-Abalos 
et al., 2003) 

pKC-STAor1-CE 
Derivado de pKC796H. Incluye el gen aor1 de S. coelicolor 
(marcado con 3xFLAG en Ct) bajo el promotor ermE*p. 

Este trabajo 

pKC-STAor1-NE 
Derivado de pKC796H. Incluye el gen aor1 de S. coelicolor 
(marcado con 3xFLAG en Nt) bajo el promotor ermE*p. 

Este trabajo 

pNG3 

Vector bifuncional Escherichia – Streptomyces. 
Integrativo, contiene la integrasa del fago ϕBT1. Incluye el 
gen SCO4849 bajo su propio promotor. 
Resistencias: Ampicilina (bla), Higromicina (hyg) 

(González-Quiñonez 
et al., 2016) 

pNG-STAor1-CE 
Derivado de pNG3. Incluye el gen aor1 de S. coelicolor 
(marcado con 3xFLAG en Ct) bajo el promotor ermE*p. 

Este trabajo 

pNG-STAor1-NE 
Derivado de pNG3. Incluye el gen aor1 de S. coelicolor 
(marcado con 3xFLAG en Nt) bajo el promotor ermE*p. 

Este trabajo 

pIJ2587 
Vector bifuncional Escherichia – Streptomyces. Incluye el 
gen redD de S. coelicolor sin promotor. 
Resistencias: Ampicilina (bla), Tioestreptona (tsr) 

(van Wezel et al., 
2000) 

pCRISPR-Theo 
Derivado de pCRISPR-Cas9. Contiene el promotor ermEp1 
y el riboswitch TheoE*. 

No publicado 

pSETGUS 

Vector bifuncional Escherichia – Streptomyces. 
Integrativo, contiene la integrasa del fago ϕC31. Incluye el 
gen gusA de E. coli (optimizado para S. coelicolor) bajo el 
promotor tipAp. 
Resistencias: Apramicina (aac3-IV) 

(Myronovskyi et al., 
2011) 

pHKASP Derivado de pKC796A. Contiene el Casete HKASP. Este trabajo 

pHKASP-X 
Derivado de pHKASP. Incluye el gen xysA de Streptomyces 
halstedii (marcado con 6xHis en Ct) bajo el promotor 
vanH*p. 

Este trabajo 

pHKASP-G 
Derivado de pHKASP. Incluye el gen gusA de E. coli 
(optimizado para S. coelicolor) bajo el promotor vanH*p. 

Este trabajo 

pHKASP-X-GluK 
Derivado de pHKASP-X. Incluye el gen quimérico gluK-vanS 
(secuencias de S. coelicolor) bajo el promotor ermEp1 y el 
riboswitch TheoE*. 

Este trabajo 
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VECTOR DESCRIPCIÓN REFERENCIA 

pHKASP-G-GluK 
Derivado de pHKASP-G. Incluye el gen quimérico gluK-
vanS (secuencias de S. coelicolor) bajo el promotor 
ermEp1 y el riboswitch TheoE*. 

Este trabajo 

pCRISPR-Cas9-sgVK 
Derivado de pCRISPR-Cas9. Contiene un sgRNA dirigido 
contra el gen vanK de S. coelicolor. 

Este trabajo 

pCRISPR-Cas9-Van 
Derivado de pCRISPR-Cas9-VK. Contiene el molde para la 
recombinación homóloga con las secuencias adyacentes 
clúster van de S. coelicolor. 

Este trabajo 

*El artículo con referencia (Sánchez de la Nieta et al., 2020) fue realizado durante la presente tesis doctoral. 

MM.6 - Diseño y construcción de vectores 

A continuación, se detalla el proceso de construcción de los plásmidos generados durante el 

presente trabajo. El diseño de estos vectores se realizó en el programa SnapGene (Insightful 

Science). Las enzimas empleadas, así como las técnicas de biología molecular realizadas durante 

el proceso de construcción de los vectores se detallan en el apartado “MM.4 - Manipulación y 

detección de ácidos nucleicos”. Los cebadores utilizados se detallan en el apartado “Anexo II - 

Oligonucleótidos empleados”. 

En todos los casos, los plásmidos obtenidos fueron verificados por secuenciación mediante el 

método Sanger en un secuenciador automático capilar 3100 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems) por el Servicio de Secuenciación, Genómica y Proteómica de la Universidad de 

Salamanca. 

pCRISPR-Cas9-sgB 

El sgRNA para dirigir el corte de la enzima Cas9 contra los genes abrB1/B2 de S. coelicolor se 

diseñó mediante la herramienta CRISPy (Ronda et al., 2014); la búsqueda de potenciales sitios 

de corte inespecíficos (off-targets) se realizó con la herramienta Cas-OFFinder (Bae et al., 2014). 

La secuencia guía seleccionada fue GCAGGACACGGATCGTCATA, que hibrida en la región 

solapante de los genes abrB1 y abrB2. La secuencia codificante para el sgRNA se amplificó por 

PCR mediante los cebadores SAM-051 y SAM-067 utilizando el plásmido pCRISPR-Cas9 como 

molde. El producto amplificado se digirió con las enzimas de restricción NcoI y SnaBI, y se clonó 

en el plásmido pCRISPR-Cas9 digerido con las mismas enzimas, dando lugar al plásmido pCRISPR-

Cas9-sgB. 
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Terminadores

Promotores

A

B

Figura MM.1. Vector pCRISPR-Cas9-AbrB. [A] Esquema del vector pCRISPR-Cas9-AbrB, utilizado para
la edición genómica de S. coelicolor mediante CRISPR-Cas9. Solo se muestran los promotores y
terminadores relevantes para la aplicación del vector. [B] Esquema de la región del vector
correspondiente al sgRNA. Se indica la guía, que tiene como secuencia diana los genes abrB1/B2; así
como los sitios de restricción NcoI y SnaBI empleados en la construcción del vector. [C] Esquema de
los moldes para la reparación por recombinación homóloga

C
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sgRNA

Moldes para reparación por 
recombinación homóloga

Diana: abrB1/B2

UP (1074 bp) DOWN (1089 bp)
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pCRISPR-Cas9-AbrB 

Las regiones adyacentes a los genes abrB1/B2 se amplificaron por PCR. La región a 5’ de los 

genes (1074 bp) se amplificó con los cebadores SAM-069 y SAM-070, mientras que la región a 3’ 

(1089 bp) se amplificó con los cebadores SAM-071 y SAM-072; en ambos casos se utilizó DNA 

genómico de S. coelicolor M145 como molde. Posteriormente, se llevó a cabo una PCR solapante 

a partir de los dos fragmentos obtenidos, y usando como cebadores SAM-069 y SAM-072. El 

fragmento obtenido (2163 bp) contiene las regiones que flanquean a los genes abrB1/B2, por lo 

que permitirá la deleción limpia del sistema cuando se repare el corte generado por la enzima 

Cas9 por recombinación homóloga. Este fragmento se digirió con la enzima de restricción XbaI 

y se clonó en el plásmido pCRISPR-Cas9-sgB digerido con la misma enzima, dando lugar al 

plásmido pCRISPR-Cas9-AbrB (Figura MM.1). 

pKCAbrB 

Un fragmento de DNA que incluía los genes abrB1/B2 de (1931 bp) y su promotor (164 bp) se 

amplificó por PCR mediante los cebadores DSM-002 y DSM-004 utilizando como molde DNA 

genómico de S. coelicolor M145. El fragmento amplificado se clonó en el plásmido pXHis1 

mediante las enzimas de restricción EcoRI y HindIII, dando lugar al plásmido pXAbrB. 

Posteriormente, este plásmido se digirió con la enzima de restricción BglII, y el fragmento que 

contenía los genes abrB1/B2 y su promotor (2237 bp) se clonó en el plásmido pKC796A digerido 

con la misma enzima, dando lugar al plásmido pKCAbrB (Figura MM.2.A). 

pNBAbrB 

Un fragmento de DNA que incluía los genes abrB1/B2 (1931 bp) y su promotor (164 bp) se 

amplificó por PCR mediante los cebadores DSM-002 y DSM-004 utilizando como molde DNA 

genómico de S. coelicolor M145. El fragmento amplificado se clonó en el plásmido pN702GEM3 

mediante las enzimas de restricción EcoRI y HindIII, dando lugar al plásmido pNBAbrB (Figura 

MM.2.B). 

pQE-Aor1 

El gen aor1 de S. coelicolor se amplificó por PCR mediante los cebadores RCD-F-BH2281 y RCD-

R-2281HI utilizando como molde el plásmido pET-Aor1. El fragmento amplificado se clonó en el 

plásmido pQE30 mediante las enzimas de restricción BamHI y HindIII, dando lugar al plásmido 

pQE-Aor1 (Figura MM.3.B). 
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A

B

Figura MM.2. Vectores pKCAbrB y pNBAbrB. [A] Esquema del vector pKCAbrB, utilizado para el
ensayo de complementación del sistema AbrB1/B2. [B] Esquema del vector pNBAbrB, utilizado para
el ensayo de sobreexpresión del sistema AbrB1/B2. En ambos esquemas solo se muestran los
promotores relevantes para la aplicación de los vectores; así como los sitios de restricción empleados
en su construcción.
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A

B

Figura MM.3. Vectores pET-Aor1 y pQE-Aor1. [A] Esquema del vector pET-Aor1, utilizado para la
expresión de Aor1 en E. coli. [B] Esquema del vector pQE-Aor1, utilizado para la expresión de Aor1
en E. coli. En ambos esquemas solo se muestran los promotores y terminadores relevantes para la
aplicación de los vectores; así como los sitios de restricción empleados en su construcción.
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pKC-STAor1-CE y pKC-STAor1-NE 

Los plásmidos pBS-STAor1-C2 y pBS-STAor1-N2 fueron generados por la empresa GeneCust. 

Estos plásmidos, derivados de pBluescript II SK(+), contienen casetes sintéticos que presentan el 

terminador fdT, los sitios de restricción NheI y NdeI, el gen aor1 marcado con 3xFLAG (en el 

extremo Ct y Nt respectivamente) y el terminador mmrT. 

El promotor ermE*p se amplificó por PCR mediante los cebadores RCD-059 y RCD-060 utilizando 

como molde el plásmido pNErmX. El fragmento amplificado se clonó en los plásmidos pBS-

STAor1-C2 y pBS-STAor1-N2 mediante las enzimas de restricción NheI y NdeI, dando lugar a los 

plásmidos pBS-STAor1-CE y pBS-STAor1-NE, respectivamente. 

Los fragmentos STAor1-CE y STAor1-NE, que contienen el gen aor1 (marcado con 3xFLAG en Ct 

y Nt respectivamente) bajo el control del promotor ermE*p, y flanqueado por los terminadores 

fdT y mmrT, se obtuvieron por digestión con SpeI de los plásmidos pBS-STAor1-CE y pBS-STAor1-

NE. Estos fragmentos se clonaron en el plásmido pKC796H linealizado por digestión con XbaI (los 

extremos cohesivos generados por SpeI y XbaI son compatibles), dando lugar a los plásmidos 

pKC-STAor1-CE y pKC-STAor1-NE, respectivamente (Figura MM.4.A). 

pNG-STaor1-CE y pNG-STaor1-NE 

De forma similar a los anteriores plásmidos, los fragmentos STAor1-CE y STAor1-NE, que 

contienen el gen aor1 (marcado con 3xFLAG en Ct y Nt respectivamente) bajo el control del 

promotor ermE*p, y flanqueado por los terminadores fdT y mmrT, se obtuvieron por digestión 

con SpeI de los plásmidos pBS-STAor1-CE y pBS-STAor1-NE. Estos fragmentos se clonaron en el 

plásmido pNG3 linealizado por digestión con SpeI, dando lugar a los plásmidos pNG-STAor1-CE 

y pNG-STAor1-NE, respectivamente (Figura MM.4.B). 

pHKASP  

El Casete HKASP se dividió en 5 módulos para su construcción, tal y como se indica en la Figura 

MM.5.A. A continuación, se describe la obtención de cada módulo, posteriormente se indicará 

el ensamblaje del Casete HKASP, y finalmente la clonación para obtener el plásmido pHKASP. 

El Módulo 1 (314 bp) se amplificó por PCR mediante los cebadores RCD-HKASP-01 y RCD-HKASP-

02 utilizando como molde el plásmido pCRISPR-Cas9. Este módulo presenta los sitios de 

restricción BlgII y SpeII en los extremos 5’ y 3’ respectivamente. 
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A

B

Figura MM.4. Vectores pKC-STAor1-CE/NE y pNG-STAor1-CE/NE. [A] Esquema del vector pKC-
STAor1-CE, utilizado para la expresión de Aor1 marcado con 3xFLAG (en el extremo Ct) en S.
coelicolor. El vector pKC-STAor1-NE es idéntico, salvo que Aor1 se encuentra marcado en el extremo
Nt. [B] Esquema del vector pNG-STAor1-CE, utilizado para la expresión de Aor1 marcado con 3xFLAG
(en el extremo Ct) en S. coelicolor. El vector pNG-STAor1-NE es idéntico, salvo que Aor1 se encuentra
marcado en el extremo Nt. En ambos esquemas solo se muestran los promotores y terminadores
relevantes para la aplicación de los vectores; así como los sitios de restricción empleados en su
construcción.
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Figura MM.5. Casete HKASP. [A] Esquema del Casete HKASP (3167 bp). Se muestran los módulos
utilizados para la construcción del casete, así como los sitios de restricción relevantes para el
proceso. [B] Etapas de ensamblaje de los módulos para la obtención del Casete HKASP [C] Esquema
de los oligonucleótidos RCD-HKASP-19 y RCD-HKASP-20 con los que se llevó a cabo la mutagénesis
dirigida (G>C) del promotor de vanH. Se muestra el electroferograma de la secuenciación posterior
para comprobar la mutación realizada. [D] Análisis de los módulos que componen el Casete HKASP,
previamente a su ensamblaje.
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Para la construcción del Módulo 2 (1632 bp) previamente se obtuvieron los fragmentos 2.A, 2.B 

y 2.C (Figura MM.5.A). El Módulo 2.A (149 bp) se amplificó por PCR mediante los cebadores RCD-

HKASP-03 y RCD-HKASP-04 utilizando como molde el plásmido pCRISPR-Theo; este módulo 

presenta un sitio de restricción SpeI en el extremo 5’. El Módulo 2.B (719 bp) se amplificó por 

PCR mediante los cebadores RCD-HKASP-05 y RCD-HKASP-06 utilizando como molde DNA 

genómico de S. coelicolor M145; este módulo presenta un sitio de restricción AvrII en el extremo 

3’. El Módulo 2.C (805 bp) se amplificó por PCR mediante los cebadores RCD-HKASP-07 y RCD-

HKASP-08 utilizando como molde DNA genómico de S. coelicolor M145; este módulo presenta 

los sitios de restricción AvrII y NheI en los extremos 5’ y 3’ respectivamente. 

Para la obtención del Módulo 2 completo primero se ensamblaron los fragmentos 2.A y 2.B 

mediante PCR solapante con los cebadores RCD-HKASP-03 y RCD-HKASP-17. Posteriormente el 

fragmento 2.AB obtenido (839 bp) se ensambló con el fragmento 2.C por digestión de ambos 

fragmentos con AvrII y posterior ligación de los mismos. Tras la ligación se obtuvo el Módulo 2 

completo (Figura MM.5.B). 

El Módulo 3 (133 bp) se amplificó por PCR mediante los cebadores RCD-HKASP-09 y RCD-HKASP-

10 utilizando como molde el plásmido pIJ2587. Este módulo presenta los sitios de restricción 

NheI y BamHI en los extremos 5’ y 3’ respectivamente. 

Para la construcción del Módulo 4 (761 bp) previamente se obtuvieron los fragmentos 4.A y 4.B 

(Figura MM.5.A). El Módulo 4.A (352 bp) se amplificó por PCR mediante los cebadores RCD-

HKASP-11 y RCD-HKASP-12 utilizando como molde el plásmido pCRISPR-Cas9; este módulo 

presenta los sitios de restricción BamHI y NdeI en los extremos 5’ y 3’ respectivamente.  

Para la obtención del Módulo 4.B se llevó a cabo un proceso de mutagénesis dirigida por PCR 

solapante. El promotor de vanH se amplificó a partir de DNA genómico de S. coelicolor M145 

mediante 2 PCRs en las que se introdujo un cambio G>C (Figura MM.5.C): en una de las PCR se 

utilizaron los cebadores RCD-HKASP-18 y RCD-HKASP-19, mientras que en la otra se utilizaron 

los cebadores RCD-HKASP-20 y RCD-HKASP-21. Posteriormente, ambos fragmentos amplificados 

se utilizaron como molde para una PCR solapante, en la que se emplearon los cebadores RCD-

HKASP-18 y RCD-HKASP-19. El fragmento amplificado, que contiene vanH*p (promotor mutado), 

se utilizó como molde en una PCR en la que se utilizaron los cebadores RCD-HKASP-13 y RCD-

HKASP-14, dando lugar al Módulo 4.B (421 bp). 

Para la obtención del Módulo 4 completo se ensamblaron los fragmentos 4.A y 4.B por digestión 

de ambos fragmentos con NdeI y posterior ligación de los mismos (Figura MM.5.B). 
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El Módulo 5 (375 bp) se amplificó por PCR mediante los cebadores RCD-HKASP-15 y RCD-HKASP-

16 utilizando como molde el plásmido pCRISPR-Cas9. Este módulo presenta los sitios de 

restricción SpeI y DraI en los extremos 5’ y 3’ respectivamente. 

Una vez obtenidos los 5 módulos, se ensamblaron para construir el casete HKASP completo 

(Figura MM.5.B-D). El Módulo 1 y el Módulo 2 se ensamblaron por digestión con SpeI y posterior 

ligación. El Módulo 3 y el Módulo 4 se ensamblaron por digestión con BamHI y posterior ligación. 

El Módulo 3-4 obtenido y el Módulo 5 se ensamblaron por digestión con SpeI y posterior ligación. 

Por último, el Módulo 1-2 y el Módulo 3-4-5 se ensamblaron por digestión con NheI y posterior 

ligación, dando lugar al Casete HKASP. 

Finalmente, el Casete HKASP construido se digirió con las enzimas de restricción BglII y DraI y se 

clonó en el plásmido pKC796A digerido con BglII y EcoRV (tanto DraI como EcoRV generan 

extremos romos, por lo que son compatibles), dando lugar al plásmido pHKASP (Figura MM.6.A). 

pHKASP-X  

El gen xysA de Streptomyces halstedii se amplificó por PCR mediante los cebadores RCD-HKASP-

40 y RCD-HKASP-41 utilizando como molde el plásmido pXHis1. El fragmento amplificado se 

clonó en el plásmido pHKASP mediante las enzimas de restricción NdeI y SnaBI, dando lugar al 

plásmido pHKASP-X (Figura MM.6.B). 

pHKASP-G 

El gen gusA de E. coli (optimizado para S. coelicolor) se amplificó por PCR mediante los cebadores 

RCD-HKASP-42 y RCD-HKASP-43 utilizando como molde el plásmido pSETGUS. El fragmento 

amplificado se clonó en el plásmido pHKASP mediante las enzimas de restricción NdeI y SnaBI, 

dando lugar al plásmido pHKASP-G (Figura MM.6.B). 

pHKASP-X-GluK y pHKASP-G-GluK 

Un fragmento del gen gluK (nt 1-747; corresponde al dominio sensor, las regiones 

transmembrana y el dominio transmisor) se amplificó por PCR mediante los cebadores RCD-

HKASP-36 y RCD-HKASP-37 utilizando como molde DNA genómico de S. coelicolor M145. El 

fragmento amplificado se digirió con las enzimas de restricción AvrII y SnaBI, y se clonó en los 

plásmidos pHKASP-X y pHKASP-G digeridos con AvrII y EcoRV (tanto SnaBI como EcoRV generan 

extremos romos, por lo que son compatibles), dando lugar a los plásmidos pHKASP-X-GluK y 

pHKASP-G-GluK respectivamente (Figura MM.6.B). 
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pHKASP
(9527 bp)

AprR (aac3-IV) ori ColE1
(Escherichia)

vanR

ermEp1
fdT

Integrasa Fago ϕC31

attP ϕC31 mmrT

λt0T

vanH*p

vanS*
(Dominios DHp y CA)

Riboswitch TheoE*

Casete HKASP
(3167 bp)

A

B

Figura MM.6. Vector pHKASP y derivados. [A] Esquema del vector pHKASP. Solo se muestran los
promotores y terminadores relevantes para la aplicación del vector. [B] Esquema del Casete HKASP y
derivados. Los elementos genéticos se indican en el esquema del vector HKASP en [A], a excepción
de los incluidos en los casetes derivados: HKASP-X, HKASP-G, HKASP-X-GluK y HKASP-G-GluK.
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(Dominios DHp y CA)
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Terminadores

Promotores

Reguladores

xysA

gluK*
(Dominios sensor-transmisor)

HKASP-G:
Casete idéntico excepto 

gen gusA en lugar de xysA

HKASP-G-GluK:
Casete idéntico excepto 

gen gusA en lugar de xysA

xysA
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pCRISPR-Cas9-sgVK 

El sgRNA para dirigir el corte de la enzima Cas9 contra el gen vanK de S. coelicolor se diseñó 

mediante la herramienta CRISPy (Ronda et al., 2014); la búsqueda de potenciales sitios de corte 

inespecíficos (off-targets) se realizó con la herramienta Cas-OFFinder (Bae et al., 2014). La 

secuencia guía seleccionada fue GACCTCTATATGAAGCGACG. La secuencia codificante para el 

sgRNA se amplificó por PCR mediante los cebadores SAM-051 y RCD-HKASP-26 utilizando el 

plásmido pCRISPR-Cas9 como molde. El producto amplificado se digirió con las enzimas de 

restricción NcoI y SnaBI, y se clonó en el plásmido pCRISPR-Cas9 digerido con las mismas 

enzimas, dando lugar al plásmido pCRISPR-Cas9-sgVK. 

pCRISPR-Cas9-Van 

Las regiones adyacentes al clúster van se amplificaron por PCR. La región a 5’ del clúster (998 

bp) se amplificó con los cebadores RCD-HKASP-22 y RCD-HKASP-23, mientras que la región a 3’ 

(1003 bp) se amplificó con los cebadores RCD-HKASP-24 y RCD-HKASP-44; en ambos casos se 

utilizó DNA genómico de S. coelicolor M145 como molde. Posteriormente, se llevó a cabo una 

PCR solapante a partir de los dos fragmentos obtenidos, y usando como cebadores RCD-HKASP-

22 y RCD-HKASP-44. El fragmento obtenido (2001 bp) contiene las regiones que flanquean al 

clúster van, por lo que permitirá la deleción limpia del mismo cuando se repare el corte 

generado por la enzima Cas9 por recombinación homóloga. Este fragmento se digirió con la 

enzima de restricción XbaI y se clonó en el plásmido pCRISPR-Cas9-sgVK digerido con XbaI y StuI, 

dando lugar al plásmido pCRISPR-Cas9-Van. 

MM.7 - Introducción de vectores en microorganismos 

MM.7.1 - Transformación de Escherichia coli 

E. coli se transformó con los plásmidos oportunos utilizando células químicamente competentes 

de la cepa de interés mediante la metodología de choque térmico. 

Para la obtención de células competentes de E. coli se empleó una modificación del método 

químico basado en el Mg2+ descrito por A. Nishimura y colaboradores (Nishimura et al., 1990). 

Las cepas de interés se cultivaron a 37ºC en medio LB suplementado con dextrosa 0,2% y 

MgSO4·7H2O 10,0 mM hasta alcanzar una densidad óptica de 0,6; tras lo cual, los cultivos se 

mantuvieron a 4ºC durante 10 min. Posteriormente las células se lavaron y se resuspendieron 
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en medio LB suplementado con glicerol 40,0%, PEG-6000 15,0% y MgSO4·7H2O 10,0 mM. Las 

células competentes obtenidas se conservaron a -80ºC. 

La metodología de transformación por choque térmico utilizada fue la descrita por Douglas 

Hanahan (Hanahan, 1983). Se mezclaron células competentes de la cepa de interés con el 

plásmido que se desea introducir. Tras una incubación a 4ºC durante 30 min, se aplicó un shock 

térmico de 42ºC durante 2 min; tras lo cual las muestras se mantuvieron a 4ºC durante otros 2 

min. Se añadió medio LB a las muestras y se incubaron a 37ºC durante 1 h. Finalmente, las 

muestras se sembraron en placas de LB con el correspondiente antibiótico y se incubaron 24 h 

a 37ºC (excepto E. coli Rosetta-gami B (DE3), que se incubó durante 48 h). 

MM.7.2 - Transformación de Streptomyces coelicolor 

La transformación de S. coelicolor se realizó mediante la transferencia de plásmidos demetilados 

(aislados a partir de E. coli ET12567) a protoplastos de la cepa en cuestión.  

Para la obtención de protoplastos se utilizó un método modificado del descrito por Mervin J. 

Bibb y colaboradores (Bibb et al., 1978). La cepa de interés se cultivó en medio YEG+MgCl2 

partiendo de un inóculo de 5·105 esporas/mL, y se incubó a 28ºC durante 36 h. El micelio 

obtenido se lavó varias veces con una solución de sacarosa 10,3%, y se resuspendió en Medio P 

(TES 5,73 g/L; Sacarosa 103,0 g/L; MgCl2·6H2O 2,03 g/L, K2SO4 0,25 g/L; CaCl2·2H2O 3,68 g/L; 

KH2PO4 50,0 mg/L; Elementos traza 2,0 mL/L {ZnCl2 40,0 mg/L; FeCl3·6H2O 200,0 mg/L; 

CuCl2·2H2O 10,0 mg/L; MnCl2·4H2O 10,0 mg/L; Na2B4O7·10H2O 10,0 mg/L; (NH4)6Mo7O24·4H2O 

10,0 mg/L}; pH 7,2) con lisozima 1,5 mg/mL. Tras una incubación a 37ºC durante 30 min, los 

protoplastos obtenidos se lavaron varias veces con Medio P, y se almacenaron a -80ºC. 

Para la transformación de los protoplastos de S. coelicolor obtenidos se utilizó un método 

modificado del descrito por Mervin J. Bibb y colaboradores (Bibb et al., 1978). Se mezclaron los 

protoplastos de la cepa de interés, el plásmido que se desea introducir demetilado y Solución P 

con 25,0% de PEG-6000 (BDH; Ref.: 443915V). Tras una incubación de 2 min a temperatura 

ambiente se añadió Solución P y se sembraron en placas de R2YE sin antibiótico. Tras 24 h de 

incubación a 30ºC se añadió el antibiótico correspondiente por cobertera a las placas de R2YE.  
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MM.7.3 - Conjugación interespecífica Escherichia-Streptomyces 

La transferencia de vectores desde E. coli ET12567 / pUZ8002 a S. coelicolor por conjugación 

interespecífica se realizó mediante un método modificado del descrito por Fiona Flett y 

colaboradores (Flett et al., 1997).A una suspensión de 108 esporas de la cepa de interés de S. 

coelicolor en TSB se aplicó un choque térmico a 50ºC durante 10 min. La suspensión de esporas 

se mezcló con un cultivo de E. coli ET12567 / pUZ8002 (cepa demetilante) con el plásmido a 

transferir cultivado previamente a 28ºC durante 12 h en medio LB (con los antibióticos 

correspondientes). Esta mezcla se plaqueó en medio SFM+MgCl2 y se realizaron varios pases de 

selección con ácido nalidíxico para eliminar a E. coli y purificar colonias de Streptomyces que 

hayan captado el plásmido (en el proceso de selección, aparte del ácido nalidíxico, también se 

incluye el antibiótico que sirve como marcador de selección del plásmido). 

MM.8 - Edición genómica mediante CRISPR-Cas9 

A continuación, se detalla el proceso de obtención de la cepa S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2. El 

método seguido es una modificación del descrito por Youjun Tong y colaboradores (Tong et al., 

2015). 

Se construyeron los plásmidos pCRISPR-Cas9-sgB y pCRISPR-Cas9-AbrB tal y como se indica en 

el apartado “MM.6 - Diseño y construcción de vectores”. Una vez obtenidos, dichos plásmidos y 

pCRISPR-Cas9 se introdujeron en E. coli ET12567 / pUZ8002 por transformación, y seguidamente 

en S. coelicolor M145 mediante conjugación interespecífica (procesos descritos en el apartado 

“MM.7 - Introducción de vectores en microorganismos”). Tras comprobar que el sgRNA 

diseñado y el sistema CRISPR funcionaron correctamente a través de los plásmidos pCRISPR-

Cas9 (plásmido vacío control) y pCRISPR-Cas9-sgB (control de corte), se seleccionaron varias 

colonias S. coelicolor M145 / pCRISPR-Cas9-AbrB. Para inducir la pérdida del plásmido (ya 

debería haber tenido lugar la deleción de los genes abrB1/B2 tras la reparación del corte por 

recombinación homóloga), las colonias se cultivaron en medio líquido TSB durante 48h a 37ºC 

(el plásmido pCRISPR-Cas9-AbrB es termosensible) con agitación a 200 rpm. La pérdida del 

plásmido se comprobó mediante cultivo en placas de R2YE y R2YE+Apramicina, donde se 

seleccionaron las colonias sensibles a apramicina. Para comprobar la deleción de los genes 

abrB1/B2 se obtuvo DNA genómico de la cepa generada y se analizó por PCR en comparación 

con DNA genómico obtenido de la cepa silvestre S. coelicolor M145. Se utilizaron tanto 

oligonucleótidos externos (RCD-005 / RCD-006) como internos (RCD-007 / RCD-008) a la zona 

delecionada. 
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Para la obtención de la cepa S. coelicolor M145 ΔabrA1/A2 ΔabrB1/B2 se siguieron los mismos 

pasos que para la obtención de S. coelicolor M145 ΔabrB1/B2 indicada previamente, con la 

excepción de que la cepa base en la que se realizó la deleción fue S. coelicolor M145 ΔabrA1/A2, 

en lugar de la cepa silvestre S. coelicolor M145. Se comprobó tanto la deleción de los genes 

abrB1/B2 como la deleción de los genes abrA1/A2 (generada previamente) mediante 

oligonucleótidos externos (abrB1/B2: RCD-005 / RCD-006) e internos (abrA1/A2: RCD-001 / RCD-

002; abrB1/B2: RCD-005 / RCD-006) e internos (abrA1/A2: RCD-003 / RCD-004; abrB1/B2: RCD-

007 / RCD-008) a la zona delecionada. 

Para la obtención de la cepa S. coelicolor M145 Δvan se construyeron los plásmidos pCRISPR-

Cas9-sgVK y pCRISPR-Cas9-Van tal y como se indica en el apartado “MM.6 - Diseño y 

construcción de vectores”. Cuando estos plásmidos se introdujeron, junto a pCRISPR-Cas9, en S. 

coelicolor M145 mediante conjugación interespecífica se comprobó que el sistema no estaba 

funcionando correctamente, ya que se obtenían colonias en el control de corte (pCRISPR-Cas9-

sgVK). 

MM.9 - Manipulación y detección de proteínas

MM.9.1 - Cuantificación de proteínas

Para la cuantificación de proteínas se utilizó el kit Quick StartTM Bradford Protein Assay (Ref.: 

500-0201; Bio-Rad) y un espectrofotómetro NanoPhotometer® N60 (IMPLEN), siguiendo el 

protocolo y recomendaciones del fabricante. Para la elaboración de la recta patrón se empleó 

BSA (Albúmina de Suero Bovino). 

MM.9.2 - Expresión y purificación de proteínas en Escherichia coli

Extracción de proteínas totales 

Para la extracción de proteínas totales de E. coli, se recogieron células de la cepa de interés 

cultivada en las condiciones requeridas (cultivos líquidos), y se resuspendieron en solución Tris-

HCl 10,0 mM pH 7,0 con cOmpleteTM Protease Inhibitor Cocktail (Ref.: 11697498001; Roche). La 

rotura celular se llevó a cabo en un homogenizador ultrasónico LABSONIC® M (Sartorius), con 

las siguientes condiciones: 10 pulsos de 10 s con una amplitud del 100% (30 s de reposo entre 

pulsos) a una temperatura de 4ºC. 
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Expresión y purificación de Aor1 

Para la producción de grandes cantidades de Aor1 en E. coli (requeridas para la posterior 

purificación de anticuerpos α-Aor1) se realizó una batería de ensayos para optimizar su 

expresión y purificación.  

Se analizó la expresión de Aor1 en las cepas E. coli BL21 (DE3) y E. coli Rosetta-gami B (DE) 

transformadas con los plásmidos pET-2281 y pQE-2281 (en ambos plásmidos, Aor1 se encuentra 

marcada con 6xHis, y su expresión es inducible por IPTG). Se analizaron diversas condiciones de 

inducción de Aor1, variando la concentración de IPTG utilizada (0,2 mM o 1,0 mM), la densidad 

óptica del cultivo a la que se añade el IPTG (D.O. 0,5 o D.O. 2,0) y las condiciones de cultivo 

durante la inducción (30ºC durante 6 h, o 25ºC durante 12 h). En todos los casos los cultivos se 

realizaron en medio líquido LB en agitador orbital termostatizado ISF-1-W (Kühner) con agitación 

a 200 rpm. 

Además, para optimizar la rotura celular posterior se analizaron diferentes procedimientos: un 

homogenizador celular FastPrep® FP120 (Savant), un disruptor ultrasónico LABSONIC® M 

(Sartorius) y un molino criogénico 6770 Freezer/Mill (SPEX SamplePrep). En todos los casos, 

previamente a la rotura celular, las células obtenidas de los cultivos se resuspendieron en Buffer 

de Lisis (Na2HPO4/NaH2PO4 50,0 mM; NaCl 0,3 M, Triton X-100 0,1%; Imidazol 5,0 mM; 

cOmpleteTM EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Ref.:11873580001 Roche; pH 7,5). Para la 

rotura en el disruptor celular FastPrep® FP120 (Savant) se añadieron esferas de vidrio Glasperlen 

0,40-0,60mm Φ (Ref.: BBI-8541701; B. Braun Biotech International) a la muestra, y las 

condiciones utilizadas fueron 4 ciclos de 20 s a máxima intensidad (30 s de reposo entre ciclos) 

a una temperatura de 4ºC. Las condiciones utilizadas en el homogenizador ultrasónico 

LABSONIC® M (Sartorius) fueron 10 pulsos de 10 s con una amplitud del 100% (30 s de reposo 

entre pulsos) a una temperatura de 4ºC. Las condiciones utilizadas en el molino criogénico 6770 

Freezer/Mill (SPEX SamplePrep) fueron 4 ciclos de 1 min con una intensidad de 15 CPS (30 

impactos por segundo); entre ciclos se dejó un reposo de 1 min, y todo el proceso de rotura se 

llevó a cabo en nitrógeno líquido (-195ºC). 

Tras el proceso de optimización, la expresión de Aor1 se llevó a cabo en E. coli Rosetta-gami B 

(DE3) / pET-2281 en un volumen de 400 mL de cultivo. La inducción de Aor1 se realizó cuando 

los cultivos alcanzaron una densidad óptica de 2,0 con una concentración de IPTG de 0,2 mM; 

tras la adición de IPTG los cultivos se incubaron a 25ºC durante 12 h. La rotura celular se realizó 

en el molino criogénico 6770 Freezer/Mill (SPEX SamplePrep) según las condiciones indicadas 

previamente. 
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La purificación de Aor1 (marcado con 6xHis) a partir de la fracción soluble del lisado celular 

obtenido se realizó con el kit HisPurTM Cobalt Resin (Ref.: 89964; Thermo Scientific) en columnas 

Econo-Pac® Disposable Chromatography Columns (Ref.: 7321010, Bio-Rad) siguiendo el 

protocolo y recomendaciones del fabricante. Durante la purificación los lavados de la resina se 

realizaron a concentraciones de imidazol de 20,0 mM y 30,0 mM, mientras que las eluciones se 

realizaron a concentraciones de imidazol de 0,25 M y 1,0 M. 

MM.9.3 - Purificación de proteínas en Streptomyces coelicolor 

Para la extracción de proteínas totales de S. coelicolor, se recogió micelio de la cepa de interés 

cultivada en las condiciones requeridas (cultivos líquidos), se lavó con sacarosa 10,3% y se 

resuspendió en solución Tris-HCl 1,0 M pH 7,0 con cOmpleteTM Protease Inhibitor Cocktail (Ref.: 

11697498001; Roche). La rotura celular se llevó a cabo en un disruptor celular FastPrep® FP120 

(Savant). Para el proceso de rotura se añadieron esferas de vidrio Glasperlen 0,40-0,60mm Φ 

(Ref.: BBI-8541701; B. Braun Biotech International) a la muestra; las condiciones utilizadas 

fueron 4 ciclos de 15 s a máxima intensidad (1 min de reposo entre ciclos) a una temperatura de 

4ºC. 

 MM.9.4 - Purificación de anticuerpos 

Previamente en el laboratorio se llevó a cabo la obtención de anticuerpos policlonales α-Aor1 

mediante inmunización de un conejo de raza New Zealand con un péptido del extremo carboxilo 

del regulador huérfano Aor1 (secuencia del péptido: CAVLHYLENARAPRH). En la presente Tesis 

Doctoral se realizó la purificación de anticuerpos α-Aor1 a partir del antisuero obtenido. 

Para el proceso de purificación se obtuvieron grandes cantidades del regulador Aor1 según se 

describe en el apartado “MM.9.2 - Expresión y purificación de proteínas en Escherichia coli”. Se 

cambió el buffer en el que se encontraba la proteína Aor1 purificada a Buffer de Acoplamiento 

(NaHCO3 0,1 M; NaCl 0,5 M; pH 8,3) mediante diálisis, utilizando D-TubeTM Dialyzer Maxi MWCO 

6-8 kDa (Ref.: 71509; Novagen); se siguió el protocolo y recomendaciones del fabricante. 

Preparación de la columna (fijación de proteínas) 

Para la purificación de los anticuerpos se utilizó una columna Econo-Column® Chromatography 

Column 1,5x15,0 cm (Ref.: 7371517; Bio-Rad), que se rellenó con CNBr-Activated Sepharose® 4B 

(Ref.: GE17-0430-01; Cytiva). El polímero se lavó primero con HCl 1,0 mM pH 2,75, y 

posteriormente con Buffer de Acoplamiento (NaHCO3 0,1 M; NaCl 0,5 M; pH 8,3). Tras los 
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lavados se añadieron 3,29 mg de Aor1 en Buffer de Acoplamiento (se determinó la absorbancia 

a 280 nm de la solución de proteína previamente), y la columna se incubó a 4ºC durante 12 h. 

Unión de los anticuerpos a la columna 

Se recogió la fracción no retenida a la columna y se determinó la absorbancia a 280 nm para 

comprobar que la proteína Aor1 se había fijado a la columna correctamente. La columna se lavó 

con Buffer de Acoplamiento, y posteriormente se añadió Tris-HCl 0,1 M pH 8,0 y se incubó a 

temperatura ambiente durante 2 h. Tras la incubación, la columna se lavó con 3 ciclos 

alternativos de pH mediante la Solución Ácida (Acetato de sodio 0,1 M; NaCl 0,5 M; pH 4,0) y la 

Solución Básica (Tris-HCl 0,1 M; NaCl 0,5 M; pH 8,0). Tras los ciclos de pH, la columna se lavó con 

PBS (NaCl 8,0 g/L; KCl 2,0 g/L; Na2HPO4 11,5 g/L; KH2PO4 2,0 g/L; pH 7,4) más azida sódica 0,05%. 

Posteriormente, se realizó otro lavado con PBS y se añadió el antisuero de conejo inmunizado 

con el péptido de Aor1. La columna se incubó a 4ºC durante 12 h. 

Elución de los anticuerpos 

Tras la incubación, se recogió la fracción no retenida, y la columna se lavó con solución de lavado 

(Tris-HCl 10 mM; NaCl 0,5 M; pH 7,5) varias veces, hasta que la absorbancia a 280 nm de los 

lavados fue inferior a 0,01. La elución de los anticuerpos unidos a la columna se realizó con 

glicina 0,1 M pH 2,6. Se recogieron varias fracciones en tubos con Tris-HCl 1,0 M pH 8,0 (para 

neutralizar el pH ácido de la glicina). Se midió la absorbancia a 280 nm de las diferentes 

fracciones para evaluar los anticuerpos eluídos. Finalmente se añadió azida sódica 0,05% a los 

anticuerpos purificados, y se almacenaron a 4ºC. 

Las mediciones de absorbancia a 280 nm realizadas para monitorizar y controlar la purificación 

de anticuerpos se realizaron en un espectrofotómetro NanoPhotometer® N60 (IMPLEN). 

MM.9.5 - SDS-PAGE 

La separación de proteínas según su tamaño se llevó a cabo mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Los geles separador y 

concentrador se prepararon a una concentración final de acrilamida del 15,0% y del 4,0% 

respectivamente. Las muestras de proteínas se estandarizaron en base a la bioamasa celular de 

la que se extrajeron, y se prepararon en Tampón de Carga (Tris-HCl 0,25 M; Glicerol 40,0%; SDS 

8,0%; Azul de bromofenol 0,05%; DTT 0,05 M; pH 6,8). Previamente a la electroforesis las 

muestras se incubaron a 100ºC durante 5 min. La electroforesis se realizó en Tampón de 
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Electroforesis (Tris-HCl 30,0 g/L; Glicerol 14,4%; SDS 0,5%) a un amperaje constante de 30 

mA/gel. Como marcadores de peso molecular se utilizaron Unstained Low Range SDS-PAGE 

Standards (Ref.: 1610304; Bio-Rad) y SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder (Ref.: 

26634; Thermo Scientific); este último marcador solo en aquellas muestras en las que se realizó 

posteriormente un Western Blot. 

MM.9.6 - Visualización de proteínas por tinción Coomasie 

Para la visualización de proteínas de forma inespecífica, los geles procedentes de SDS-PAGE se 

tiñeron con azul de Coomasie. Para ello, los geles se mantuvieron 30 min en solución colorante 

Metanol : Ácido acético : Agua (50:10:40) con Azul de Coomasie 0,5%. Tras varios lavados con 

agua se mantuvieron en una solución Metanol : Ácido acético : Agua (25:10:65) para desteñir el 

gel. Finalmente, los geles se fijaron con etanol 25,0% durante 30 min. 

MM.9.7 - Western Blot 

Para la detección específica de Aor1 por Western Blot, las muestras sometidas a SDS-PAGE se 

electrotransfirieron a membranas de PVDF Inmobilon®-P PVDF Membrane (Ref.: IPVH00010; 

Millipore) mediante el sistema MiniTrans-Blot (Bio-Rad) a un amperaje constante de 250 mA 

durante 1 h. Las membranas se lavaron en agua y TBST (Tris-HCl 10,0 mM; Tween-20 0,05%; 

NaCl 0,15 M; pH 8,0) y se incubaron con una solución de BSA 1,0% en TBST durante 30 min a 

temperatura ambiente para bloquearlas.  

Posteriormente las membranas se incubaron con una solución del anticuerpo primario en TBST. 

Cuando se utilizó el antisuero de conejo inmunizado con un péptido de Aor1 (dilución 1/10.000) 

la incubación se realizó a temperatura ambiente durante 30 min. Sin embargo, cuando se 

utilizaron los anticuerpos policlonales α-Aor1 purificados durante la presente tesis doctoral 

(dilución 1/1.000), la incubación se realizó a 4ºC durante 12 h. 

Tras la incubación con el anticuerpo primario, las membranas se lavaron tres veces con TBST y 

se incubaron 30 min a temperatura ambiente con una solución del anticuerpo secundario en 

TBST. Se utilizaron anticuerpos de burro contra IgG de conejo conjugados a la enzima peroxidasa 

HRP: Amersahm ECL Rabbit IgG HRP-linked whole Ab from donkey (Ref.: NA934; Cytiva); la 

dilución empleada fue 1/10.000. 
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Tras la incubación con el anticuerpo secundario, las membranas se lavaron tres veces con TBST 

y se revelaron. El revelado del Western Blot se realizó por quimioluminiscencia, gracias a la 

reacción catalizada por la peroxidasa HRP conjugada al anticuerpo secundario, mediante el kit 

WesternBrightTM ECL Western Blotting Detection Kit (Ref.: K-12045; Advansta) y películas 

radiográficas, siguiendo el protocolo y recomendaciones del fabricante. 

MM.10 - Análisis de la producción de antibióticos 

MM.10.1 - Antibióticos endógenos: undecilprodigiosina y actinorrodina 

La producción de RED en medio sólido se puede observar como la aparición de pigmentación 

roja en el micelio de S. coelicolor. La producción de ACT en medio sólido se puede observar como 

la aparición de pigmentación azul (a pH neutro-alcalino) alrededor del micelio de S. coelicolor 

(molécula secretada al medio). 

La cuantificación de la producción de RED y ACT en medio líquido se realizó mediante un método 

colorimétrico modificado del descrito por Tobias Kieser y colaboradores (Kieser et al., 2000).  

Para la cuantificación de la ACT, las muestras (incluyendo micelio y sobrenadante) se trataron 

con KOH a una concentración final de 0,5 M y se incubaron durante 12 h a 4ºC. Posteriormente 

se midió la absorbancia del sobrenadante a una longitud de onda de 640 nm. La concentración 

de ACT se calculó aplicando la Ley de Lambert-Beer (εACT-640 = 25320,0 M-1 · cm-1).  

Para la cuantificación de la RED, el precipitado celular obtenido del proceso de cuantificación de 

la ACT (indicado en el párrafo anterior) se lavó con HCl 0,5 M, y se resuspendió en metanol 

acidificado con HCl 0,5 M. Tras una incubación durante 2 h a temperatura ambiente, se midió la 

absorbancia del sobrenadante a una longitud de onda de 530 nm. La concentración de RED se 

calculó aplicando la Ley de Lambert-Beer (εRED-530 = 100500,0 M-1 · cm-1). 

MM.10.2 - Producción heteróloga: oviedomicina 

Para la determinación de oviedomicina, las muestras (incluyendo micelio y sobrenadante) se 

trataron con acetato de etilo acidificado (ácido fórmico 1,0%). Tras una incubación a 

temperatura ambiente durante 45 min se recogió la fase orgánica, que fue desecada para su 

posterior análisis. 

El análisis de los extractos obtenidos fue realizado por el Servicio de Análisis Elemental, 

Cromatografía y Masas de la Universidad de Salamanca. El análisis se realizó en un sistema HPLC 
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Agilent 1100 (Agilent Technologies) acoplado a un detector UV y un espectrómetro de masas 

Agilent Trap XCT (Agilent Technologies). La columna empleada fue HPLC Poroshell 120 C18 

Column, 2,7 μm, 2,1x100,0 mm (Agilent Technologies). Se utilizó el método de elución en 

gradiente con acetonitrilo (10,0-100,0% acetonitrilo en 7 min; flujo de 0,5 mL/min). La detección 

por masas se realizó por ESI (Electrospray Ionization) en modo positivo y negativo. 

MM.10.3 - Producción heteróloga: mitramicina 

Para la determinación de mitramicina, las muestras (incluyendo micelio y sobrenadante) se 

trataron con acetato de etilo acidificado (ácido fórmico 1,0%). Tras una incubación a 

temperatura ambiente durante 45 min se recogió la fase orgánica, que fue desecada para su 

posterior análisis. 

El análisis de los extractos obtenidos fue realizado por el Servicio de Análisis Elemental, 

Cromatografía y Masas de la Universidad de Salamanca. El análisis se realizó en un sistema 

ACQUITY UPLC H-Class (Waters) acoplado a un detector UV y un espectrómetro de masas de 

triple cuadrupolo Xevo TQ-S Micro (Waters). La columna empleada fue ACQUITY UPLC BEH C18 

Column, 1,7 μm, 2,1x100,0 mm (Waters). Se utilizó el método de elución en gradiente con 

acetonitrilo (10,0-100,0% acetonitrilo en 7 min; flujo de 0,5 mL/min). 

MM.11 - Bioinformática 

Bases de datos 

Las bases de datos de secuencias génicas y proteicas utilizadas fueron: GenBank6 (Benson et al., 

2013), StrepDB7, P2CS8 (Ortet et al., 2015), P2RP9 (Barakat et al., 2013), UniProt10 (Bateman et 

al., 2021), STRING11 (Szklarczyk et al., 2021), GeneOntology12 (Carbon et al., 2021), KEGG13 

(Kanehisa et al., 2021) y BioCyc14 (Karp et al., 2018). La base de datos de uso de codones utilizada 

fue CUTG15 (Nakamura et al., 2000). La base de datos de estructuras proteicas utilizada fue RCSB 

PDB16 (Berman et al., 2000). Las bases de datos de compuestos y sus rutas de síntesis (así como 

de los clústeres génicos asociados) utilizadas fueron: PubChem17 (Kim et al., 2021), MetaCyc18 

(Caspi et al., 2020) y MIBiG19 (Kautsar et al., 2020). 

 
6

 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 

7 http://strepdb.streptomyces.org.uk 

8 http://www.p2cs.org/ 
9 http://www.p2rp.org/ 
10 https://www.uniprot.org/ 

11
 https://string-db.org/ 

12
 http://geneontology.org/ 

13
 https://www.genome.jp/kegg/ 

14 https://biocyc.org/ 

15 https://www.kazusa.or.jp/codon/ 
16 https://www.rcsb.org/ 
17 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ 

18
 https://metacyc.org/ 

19
 https://mibig.secondarymetabolites.org/ 
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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https://mibig.secondarymetabolites.org/
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Visualización y manipulación de ácidos nucleicos 

La visualización y manipulación de secuencias de ácidos nucleicos, así como el diseño de 

vectores, se realizó en SnapGene20 (Insightful Science). La representación de moléculas de RNA 

se realizó con RNAstructure21 (Reuter & Mathews, 2010). 

El diseño de oligonucleótidos se realizó mediante el programa SnapGene22 (Insightful Science) y 

la herramienta OligoAnalyzer23 (Integrated DNA Technologies). Los oligonucleótidos empleados 

en RT-qPCRs fueron diseñados mediante PrimerQuest Tool24 (Integrated DNA Technologies). 

El diseño de sgRNA para la edición genómica mediante CRISPR-Cas9 se realizó mediante la 

herramienta CRISPy25 (Ronda et al., 2014). La búsqueda de potenciales sitios de corte 

inespecíficos (off-targets) se llevó a cabo con Cas-OFFinder26 (Bae et al., 2014). 

El procesamiento y análisis de datos obtenidos en las RT-qPCRs se realizó en el programa CFX 

ManagerTM (Bio-Rad). 

La visualización de los alineamientos de las lecturas obtenidas en el análisis transcriptómico por 

RNAseq con el genoma de referencia se realizó en Integrative Genomics Viewer27 (Robinson et 

al., 2011). 

El análisis de promotores para la búsqueda de potenciales motivos implicados en la regulación 

de los mismos se realizó mediante las herramientas MEME28 (Bailey & Elkan, 1994) y GLAM229 

(Frith et al., 2008). El análisis de motivos reguladores se realizó mediante las herramientas 

FIMO30 (Grant et al., 2011) y TOMTOM31 (Gupta et al., 2007). 

La representación de circuitos biológicos sintéticos se realizó en base al lenguaje visual SBOL32 

(Baig et al., 2021). 

Visualización y manipulación de proteínas 

La visualización y manipulación de secuencias de proteínas se llevó a cabo en SnapGene33 

(Insightful Science). La visualización y representación de estructuras proteicas tridimensionales 

se llevó a cabo en UCSF Chimera34 (Pettersen et al., 2004). 

 
20

 https://www.snapgene.com/ 

21
 https://rna.urmc.rochester.edu/GUI/html/StructureEditor.html 

22 https://www.snapgene.com/ 

23 https://eu.idtdna.com/calc/analyzer 
24 https://eu.idtdna.com/PrimerQuest 
25 http://staff.biosustain.dtu.dk/laeb/crispy_scoeli/  

26
 http://www.rgenome.net/cas-offinder/ 

27
 https://software.broadinstitute.org/software/igv/ 

28
 https://meme-suite.org/meme/tools/meme 

29
 https://meme-suite.org/meme/tools/glam2 

30 https://meme-suite.org/meme/tools/fimo 
31 https://meme-suite.org/meme/tools/tomtom 
32 https://sbolstandard.org/ 
33 https://www.snapgene.com/ 

34
 http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/ 
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Análisis de secuencias de proteínas 

El análisis de dominios proteicos se realizó con: InterPro35 (Blum et al., 2021), Pfam36 (Mistry et 

al., 2021), SMART37 (Letunic et al., 2021) y PROSITE38 (Sigrist et al., 2013). El análisis de la 

topología proteica se llevó a cabo con: TMHMM-2.039 (Sonnhammer et al., 1998) y Phobius40 

(Käll et al., 2004). La predicción de la estructura secundaria proteica se realizó con: SABLE41 

(Adamczak et al., 2005), PSIPRED42 (Buchan & Jones, 2019) y Jpred43 (Drozdetskiy et al., 2015).  

Los alineamientos para la comparación de secuencias proteicas se desarrollaron en EMBOSS 

Needle44 (Madeira et al., 2019), mediante un alineamiento global óptimo de dos secuencias a 

través del algoritmo Needleman-Wunsch, aplicando una matriz de sustitución BLOSUM62. 

El análisis filogenético de secuencias proteicas se realizó en MEGA-X45 (Kumar et al., 2018). El 

análisis de la relación de AbrB1 y reguladores implicados en la resistencia a vancomicina se llevó 

a cabo mediante el método de máxima verosimilitud aplicando el Modelo Le Gascuel (Le & 

Gascuel, 2008). El árbol filogenético inicial para la búsqueda heurística se obtuvo 

automáticamente aplicando los algoritmos neighbor-join y BioNJ a una matriz de distancias por 

pares estimadas utilizando el modelo JTT. Una distribución Gamma discreta se utilizó para 

modelizar las diferencias de tasas evolutivas entre los sitios. Se realizó un test Bootstrap con 

1000 réplicas para evaluar la fiabilidad de los árboles generados. 

Modelización estructural de proteínas y análisis 

Se llevó a cabo la modelización estructural por homología del regulador AbrB1 mediante SWISS-

Model46 (Waterhouse et al., 2018). Como molde para la modelización del regulador AbrB1 se 

utilizaron las estructuras de VraR, en el caso del regulador inactivo se empleó la estructura 4GVP, 

mientras que en el caso del regulador activo se empleó la estructura 4IF4. Los modelos 

estructurales obtenidos se refinaron y optimizaron mediante GalaxyRefine247 (Lee et al., 2019). 

La evaluación de calidad de los modelos se realizó con MolProbity48 (Williams et al., 2018).  

La comparación de estructuras tridimensionales se realizó con FATCAT49 (Li, Jaroszewski, et al., 

2020). 

 
35

 https://www.ebi.ac.uk/interpro/ 

36
 http://pfam.xfam.org/ 

37 https://smart.embl.de/ 

38 https://prosite.expasy.org/ 
39 https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0 

40 https://phobius.sbc.su.se/ 

41
 http://sable.cchmc.org/ 

42
 http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred 

43
 http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4/ 

44 https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/ 
45 https://www.megasoftware.net/ 
46 https://swissmodel.expasy.org/ 
47 https://galaxy.seoklab.org/ 
48 http://molprobity.biochem.duke.edu/ 
49

 https://fatcat.godziklab.org/ 
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Visualización y manipulación de compuestos químicos 

La visualización y manipulación de compuestos químicos se llevó a cabo en MarvinSketch50 

(Chemaxon). 

Visualización y manipulación de redes 

La visualización y manipulación de redes de interacciones biomoleculares se llevó a cabo en 

Cytoscape51 (Shannon et al., 2003). 

Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizaron en el programa SPSS Statistics (IBM). Para la comparación 

de varianzas se aplicó la Prueba de Levene. Para la comparación de medias se aplicó la Prueba T 

para muestras independientes. 

El análisis de componentes principales de las muestras de RNAseq se realizó mediante RJSplot52 

(Barrios & Prieto, 2018) en el software RaNA-Seq (Prieto & Barrios, 2020). 

Procesamiento y análisis de imágenes 

Las fotografías realizadas durante los ensayos se procesaron con Adobe Photoshop Lightroom53 

(Adobe). El análisis de las imágenes se realizó en ImageJ54 (Schneider et al., 2012). 

Para la visualización y procesamiento de las imágenes obtenidas de los geles de agarosa se utilizó 

el programa Quantity One (Bio-Rad). 

Ofimática 

El trabajo ofimático se realizó con el paquete Microsoft Office 36555 (Microsoft), Inkscape56  y 

Adobe Acrobat DC57 (Adobe). La gestión de la bibliografía se llevó a cabo con Mendeley58 

(Elsevier); se ha utilizado el estilo APA 7º Edición. 

 

 
50

 https://chemaxon.com/products/marvin 

51
 https://cytoscape.org/ 

52 https://rjsplot.usal.es/rjsplot.html 
53

 https://www.adobe.com/es/products/photoshop-lightroom 

54 https://imagej.nih.gov/ij/ 
55 https://www.microsoft.com/es-es/microsoft-365 
56 https://inkscape.org/ 
57

 https://www.adobe.com/es/acrobat.html 
58

 https://www.mendeley.com/ 
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Anexo I. Sistemas de Dos Componentes de Streptomyces coelicolor 

TCS completos en S. coelicolor: 

Histidina Quinasa (HK) Regulador de Respuesta (RR) Organiz. 
( ’→3’) Gen Nombre Familia Gen  Nombre Familia 

SCO0203 OsdK / DevS Clásica SCO0204     OsdR / DevR NarL RR-HK 

SCO0422 - Clásica SCO0421     - NarL HK-RR 

SCO0551 - Clásica SCO0552     - OmpR RR-HK 

SCO1071 - Clásica SCO1070     - NarL  HK-RR 

SCO1137 - Clásica SCO1136    - IclR HK-RR 

SCO1259 - Clásica SCO1260     - NarL HK-RR 

SCO1369 - Clásica SCO1370     - NarL HK-RR 

SCO1744 AbrA1 Clásica SCO1745     AbrA2 NarL HK-RR 

SCO1802 - Clásica SCO1801     - NarL HK-RR 

SCO2121 MacS Clásica SCO2120     MacR NarL HK-RR 

SCO2142 - Clásica SCO2143     - OmpR HK-RR 

SCO2166a AbrB2 Clásica SCO2165 a    AbrB1 NarL HK-RR 

SCO2215 - Clásica SCO2216    - NarL HK-RR 

SCO2307 - Clásica SCO2308    - NarL HK-RR 

SCO2359 - Clásica SCO2358    - NarL HK-RR 

SCO2518 EcrA1 Clásica SCO2517     EcrA2 NarL HK-RR 

SCO2800 - Clásica SCO2801     - OmpR RR-HK 

SCO3012 MtrB Clásica SCO3013     MtrA OmpR RR-HK 

SCO3062 DraK Clásica SCO3063     DraR OmpR RR-HK 

SCO3225 AbsA1 Clásica SCO3226     AbsA2 NarL HK-RR 

SCO3359 CseC Clásica SCO3358     CseB OmpR RR-HK 

SCO3390 SatK Clásica SCO3389     SatR NarL HK-RR 

SCO3589 VanS Clásica SCO3590     VanR OmpR RR-HK 

SCO3639 - Clásica SCO3638     - NarL HK-RR 

SCO3641 - Clásica SCO3640     - NarL HK-RR 

SCO3654 - Clásica SCO3653    - NarL HK-RR 

SCO3740 - Clásica SCO3741     - OmpR RR-HK 

SCO3757 - Clásica SCO3756     - NarL HK-RR 

SCO4021 - Clásica SCO4020     - OmpR RR-HK 

SCO4073 RagK Clásica SCO4072     RagR NarL HK-RR 

SCO4124 - Clásica SCO4123     - NarL HK-RR 

SCO4155b CssS Clásica SCO4156b CssR OmpR RR-HK 

SCO4229 PhoR Clásica SCO4230     PhoP OmpR HK-RR 

SCO4275 SenS Clásica SCO4276    SenR NarL HK-RR 

SCO4362 - Clásica SCO4363     - NarL HK-RR 

SCO4667 SitK Clásica SCO4668   SitR NarL HK-RR 

SCO4791 - Clásica SCO4792     - NarL HK-RR 

SCO4906 AfsQ2 Clásica SCO4907     AfsQ1 OmpR RR-HK 

SCO5131 - Clásica SCO5132     - NarL HK-RR 

SCO5282 - Clásica SCO5283     - OmpR RR-HK 

SCO5378 ChiS Clásica SCO5377     ChiR NarL HK-RR 

SCO5404 RapA2 Clásica SCO5403     RapA1 OmpR RR-HK 

SCO5435 - Clásica SCO5434   - IclR HK-RR 
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Histidina Quinasa (HK) Regulador de Respuesta (RR) Organiz. 
( ’→3’) Gen Nombre Familia Gen  Nombre Familia 

SCO5454 - Clásica SCO5455     - NarL HK-RR 

SCO5683 - Clásica SCO5684     - NarL HK-RR 

SCO5748 OsaA Hibrida SCO5749     OsaB OsaB HK-RR 

SCO5779 GluK Clásica SCO5778    GluR OmpR RR-HK 

SCO5784 - Clásica SCO5785     - NarL HK-RR 

SCO5824 - Clásica SCO5825     - NarL HK-RR 

SCO5829 - Clásica SCO5828     - NarL HK-RR 

SCO5863 CutS Clásica SCO5862 CutR OmpR RR-HK 

SCO5871 KdepD Clásica SCO5872     KdpE OmpR HK-RR 

SCO6139 - Clásica SCO6140     - NarL HK-RR 

SCO6163 - Clásica SCO6162     - NarL HK-RR 

SCO6253 - Clásica SCO6254     - NarL HK-RR 

SCO6353 - Clásica SCO6354     - OmpR RR-HK 

SCO6362 - Clásica SCO6363     - NarL HK-RR 

SCO6421 EcrE1 Clásica SCO6422     EcrE2 NarL HK-RR 

SCO6668 - Clásica SCO6667     - NarL HK-RR 

SCO7076 - Clásica SCO7075    - OmpR RR-HK 

SCO7089 - Clásica SCO7088     - NarL HK-RR 

SCO7231 - Clásica SCO7230     - OmpR RR-HK 

SCO7297 - Clásica SCO7298  - TrxB RR-HK 

SCO7534 - Clásica SCO7533     - OmpR RR-HK 

SCO7649 - Clásica SCO7648     - NarL HK-RR 

SCO7711 - Clásica SCO7712     - NarL HK-RR 

TCS con organización de tríada  

SCO0871 - Clásica 
SCO0870 - CheY 

RR-HK-RR 
SCO0872 - RssB 

SCO4597 AbrC2 Clásica 
SCO4596 AbrC3 NarL HK-HK-RR 

SCO4598 AbrC1 Clásica 
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oHK en S. coelicolor: 

Histidina Quinasa huérfana (oHK) 

 

Histidina Quinasa huérfana (oHK) 

Gene Nombre Familia Gene Nombre Familia 

SCO0211 - Classic SCO5104 - Classic 

SCO0588 CvnA11 Classic SCO5239 PdtaS Classic 

SCO0599 - Classic SCO5289 CvnA5 Classic 

SCO0676 - Classic SCO5304 - Classic 

SCO0767 - Classic SCO5460 - Classic 

SCO0946 - Classic SCO5540 CvnA2 Classic 

SCO1160 CvnA3 Classic SCO5544 CvnA1 Classic 

SCO1217 - Classic SCO6069 CvnA6 Classic 

SCO1402 CvnA4 Classic SCO6268 - Classic 

SCO1596 OhkA Classic SCO6369 - Classic 

SCO1630 CvnA9 Classic SCO6424 - Classic 

SCO2452 - Classic SCO6484 - Classic 

SCO2879 CvnA12 Classic SCO6794 CvnA7 Classic 

SCO3119 - Classic SCO6943 CvnA8 Classic 

SCO3284 - Classic SCO7009 - Classic 

SCO3750 - Classic SCO7220 - Classic 

SCO3796 - Classic SCO7327 - Hybrid 

SCO3948 - Classic SCO7354 - Classic 

SCO4009     - Hybrid SCO7422 CvnA10 Classic 

SCO4120 - Classic SCO7463 CvnA13 Classic 

SCO5040 - Classic     

 

oRR en S. coelicolor: 

Regulador de Respuesta huérfano (oRR) 

 

Regulador de Respuesta huérfano (oRR) 

Gene Nombre Familia Gene Nombre Familia 

SCO1220     - LytTR SCO4159 GlnR OmpR 

SCO1654     - NarL SCO4201  - RssB 

SCO2013     PdtaR AmiR SCO4768     BldM NarL 

SCO2152     - CheY SCO5006   - ATPase 

SCO2281   Aor1 NarL SCO5351     - CheY 

SCO3008     OrrA NarL SCO5881   RedZ NarL 

SCO3134     - NarL SCO6029   WhiI NarL 

SCO3144 - NarL SCO6364     - OmpR 

SCO3818     - NarL SCO6685     RamR NarL 
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Anexo II. Oligonucleótidos empleados 

*En la columna Aplicación, los oligonucleótidos utilizados como cebadores directos son aquellos marcados 
con (D), mientras que los utilizados como cebadores reversos son aquellos marcados con (R). 

NOMBRE S CU  C   ( ’ → 3’) APLICACIÓN 

SAM-051 
ACGCCTACGTAAAAAAAGCA
CCGACTCGGTGCC 

(R) Construcción del casete sgRNA. El sitio de 
restricción SnaBI está subrayado. 

SAM-056 TCCACACGTGGCACCGCGAT 
Secuenciación del casete sgRNA en los 
plásmidos derivados de pCRISPR-Cas9. 

SAM-057 AGAGCATCACCGGCCTGTAC 
Secuenciación del molde para la recombinación 
homóloga introducidos en el sitio XbaI en los 
plásmidos derivados de pCRISPR-Cas9. 

SAM-058 
CTAACGTCTGGAAAGACGAC
A 

Secuenciación del molde para la recombinación 
homóloga introducidos en el sitio XbaI en los 
plásmidos derivados de pCRISPR-Cas9. 

SAM-067 
CATGCCATGGGCAGGACACG
GATCGTCATAGTTTTAGAGC
TAGAAATAGC 

(D) Construcción del casete sgRNA dirigido 
contra abrB1/B2. La secuencia guía está 
marcada en cursiva y negrita. El sitio de 
restricción NcoI está subrayado. 

SAM-068 GCAGGACACGGATCGTCATA (D) Comprobación del plásmido pCRISPR-sgB. 

SAM-069 
TTTTTTTCTAGAGGAGCTTG
TCCTCGACGGCG 

(D) Construcción del molde de homología de la 
región a 5’ de abrB1/B2 para CRISPR. El sitio de 
restricción XbaI está subrayado. 

SAM-070 
CCGGCTACCGTAAAAGACCC
CTCCGCCCGCGTGTACTGC 

(R) Construcción del molde de homología de la 
región a 5’ de abrB1/B2 para CRISPR. 

SAM-071 
CAGTACACGCGGGCGGAGGG
GTCTTTTACGGTAGCCGGA 

(D) Construcción del molde de homología de la 
región a 3’ de abrB1/B2 para CRISPR.  

SAM-072 
TTTTTTTCTAGAGTCGGGCA
AGCTGGAGGACC 

(R) Construcción del molde de homología de la 
región a 3’ de abrB1/B2 para CRISPR. El sitio de 
restricción XbaI está subrayado. 

DSM-002 
TATATAAAGCTTCACTCCAC
CCTTGGACGGACC 

(D) Amplificación del operón abrB1/B2 bajo su 
propio promotor. El sitio de restricción HindIII 
está subrayado. 

DSM-004 
TATATAGAATTCGGCGCCTT
GCTTCGC 

(R) Amplificación del operón abrB1/B2 bajo su 
propio promotor. El sitio de restricción HindIII 
está subrayado. 

RCD-001 
CCCTGGTGGTCGCGGCGTGG
TCGGGC 

(D) Comprobación externa de la deleción 
genómica ΔabrA1/A2 (SCO1744/45). 

RCD-002 
GCTTCAACGTCCGCACCAGC
AGCGGCGCCG 

(R) Comprobación externa de la deleción 
genómica ΔabrA1/A2 (SCO1744/45). 

RCD-003 
GTGGCGGCGCTCGTCCCGAC
GGCGC 

(D) Comprobación interna de la deleción 
genómica ΔabrA1/A2 (SCO1744/45). 

RCD-004 
GCGGGGAGTCGGAGGCGGTC
AGCCGGG 

(R) Comprobación interna de la deleción 
genómica ΔabrA1/A2 (SCO1744/45). 

RCD-005 ATGATCTTCCGCGCGAAGGC 
(D) Comprobación externa de la deleción 
genómica ΔabrB1/B2. 

RCD-006 GGGTCAGGGTCTCTCTTCTG 
(R) Comprobación externa de la deleción 
genómica ΔabrB1/B2. 

RCD-007 
GAGGAAGCCGGAGGCCCCGG
CCCGC 

(D) Comprobación interna de la deleción 
genómica ΔabrB1/B2. 

RCD-008 
GCCGCGCCTTCGTGCAGGCC
ATCCGGG 

(R) Comprobación interna de la deleción 
genómica ΔabrB1/B2. 

RCD-009 GGACAAGGTCGAGAAGAAC (D) RT-qPCR de rpsL (SCO4659) 
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RCD-010 GAGTTCGGCTTCTTCGG (R) RT-qPCR de rpsL (SCO4659) 

RCD-011 CTTCTCCTTCTTGGCGC (R) Amplificación del gen rpsL (SCO4659) 

RCD-015 CCTCGAAGGTGGTCAGTATG (D) RT-qPCR de abrB1 (SCO2165) 

RCD-016 ACGTGGTGCTGATGGAC (R) RT-qPCR de abrB1 (SCO2165) 

RCD-017 CCTGGATGATGCGGTAGG (D) RT-qPCR de abrB2 (SCO2166) 

RCD-018 AACTCGTCGCCACCTTC (R) RT-qPCR de abrB2 (SCO2166) 

RCD-031 GAGTCCTTCGACGAGATGC (D) RT-qPCR de bfr (SCO2113) 

RCD-032 GAAGAGCCGCTGGTAGTTC (R) RT-qPCR de bfr (SCO2113) 

RCD-045 TCGTGATGATGCTGCAC (D) RT-qPCR de vanJ (SCO3592) 

RCD-046 CGAACAGACCGAACCAC (R) RT-qPCR de vanJ (SCO3592) 

RCD-047 ATGCTGTCCGAGTCCTTC (D) RT-qPCR de SCO7536 

RCD-048 CCAGTCCGGTGATCTTCTC (R) RT-qPCR de SCO7536 

RCD-049 TACGTGGCCCTCTACAC (D) RT-qPCR de ecrA1 (SCO2518) 

RCD-050 TGGGTGTCGACGATGAG (R) RT-qPCR de ecrA1 (SCO2518) 

RCD-051 GTCATCACGTTCACCTTCC (D) RT-qPCR de redG (SCO5897) 

RCD-052 GATGTGCTCGGTGTTCTG (R) RT-qPCR de redG (SCO5897) 

RCD-053 TTGTTGCTGCTCATCTCTC (D) RT-qPCR de SCO6440 

RCD-054 TCGTCGGGCTTCTTGAC (R) RT-qPCR de SCO6440 

RCD-059 
ATATGCTAGCGCTCGGTACC
AGCCCGACCCGAGCACGCGC 

(D) Amplificación del promotor ermE*p. El sitio 
de restricción NheI está subrayado. 

RCD-060 
ATATCATATGTGGGGTCCTC
CTTGGAGTGGTTCTGTATCC 

(R) Amplificación del promotor ermE*p. El sitio 
de restricción NdeI está subrayado. 

RCD-F-BH2281 
ATAGGATCCATGGAACGTGA
CGTGCGGCCCGCCCTGCG 

(D) Amplificación del gen aor1. El sitio de 
restricción BamHI está subrayado. 

RCD-R-2281HI 
AATAAGCTTCTCGAGGTGGC
GTGGCGCCCGCGCGTTC 

(R) Amplificación del gen aor1. El sitio de 
restricción HindIII está subrayado. 

RCD-HKASP-01 
ATAAGATCTCTAGTGCCTTC
GACGAGATCCCGC 

(D) Construcción del casete HKASP (Módulo 1). 
El sitio de restricción BglII está subrayado. 

RCD-HKASP-02 
ATAACTAGTTTTGCTAAACA
ACTTTCAACAGTTTCAGCGG 

(R) Construcción del casete HKASP (Módulo 1). 
El sitio de restricción SpeI está subrayado. 

RCD-HKASP-03 
ATAACTAGTGTTGTGGGCTG
GACAATCGTG 

(D) Construcción del casete HKASP (Módulo 
2.A). El sitio de restricción SpeI está subrayado. 

RCD-HKASP-04 
AATCAGCACACGCATTGGTT
GCCTCCTTAGCAGGGTGC 

(R) Construcción del casete HKASP (Módulo 
2.A). 

RCD-HKASP-05 
TAAGGAGGCAACCAATGCGT
GTGCTGATTGTCGAGGACG 

(D) Construcción del casete HKASP (Módulo 
2.B). 

RCD-HKASP-06 
ATACCTAGGCTATCCACCGT
CGCCGCCCGC 

(R) Construcción del casete HKASP (Módulo 
2.B). El sitio de restricción AvrII está subrayado. 

RCD-HKASP-07 
ATACCTAGGGATATCGCCGA
ACAGCGGCGCTTCGCGGCC 

(D) Construcción del casete HKASP (Módulo 
2.C). El sitio de restricción AvrII está subrayado. 
El sitio de restricción EcoRV está doble 
subrayado 

RCD-HKASP-08 
ATAGCTAGCGTCATCCATCT
GCACCGCGTCGAGGCGGC 

(R) Construcción del casete HKASP (Módulo 
2.C). El sitio de restricción NheI está subrayado. 

RCD-HKASP-09 
ATAGCTAGCGATACCCGGAG
TGCGTGAGCAGGGACAG 

(D) Construcción del casete HKASP (Módulo 3). 
El sitio de restricción NheI está subrayado. 

RCD-HKASP-10 
ATAGGATCCCCGAACGCCGC
AGCGCCGTCAC 

(R) Construcción del casete HKASP (Módulo 3). 
El sitio de restricción BamHI está subrayado. 

RCD-HKASP-11 
ATAGGATCCCGTCCGCCTGC
CTGCTTTTGGCCGG 

(D) Construcción del casete HKASP (Módulo 
4.A). El sitio de restricción BamHI está 
subrayado. 
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RCD-HKASP-12 
ATACATATGTACGTATACGG
CGTCTGCGGACCGGCCGGG 

(R) Construcción del casete HKASP (Módulo 
4.A). El sitio de restricción NdeI está subrayado. 
El sitio de restricción SnaBI está doble 
subrayado 

RCD-HKASP-13 
ATACATATGGCCTCTATTCA
AGGCGCCTCGGTGTTGCCG 

(D) Construcción del casete HKASP (Módulo 
4.B). El sitio de restricción NdeI está subrayado. 

RCD-HKASP-14 
ATAACTAGTGTCATGGTCCG
GGTCGGCACCCACGCGG 

(R) Construcción del casete HKASP (Módulo 
4.B). El sitio de restricción SpeI está subrayado. 

RCD-HKASP-15 
ATAACTAGTGGCGTCAGCTA
CGATGTTCCGGGGACTGC 

(D) Construcción del casete HKASP (Módulo 5). 
El sitio de restricción SpeI está subrayado. 

RCD-HKASP-16 
ATATTTAAAGTCCGCTCCCT
TCTCTGACGCCGTCCACG 

(R) Construcción del casete HKASP (Módulo 5). 
El sitio de restricción DraI está subrayado. 

RCD-HKASP-17 
ATACCTAGGCTATCCACCGT
CGCCG 

(R) Construcción del casete HKASP (Módulo 
2.AB). El sitio de restricción AvrII está 
subrayado. 

RCD-HKASP-18 
GAAGGCGTTCCACGACCTCT
ACGTCC 

(D) Construcción del casete HKASP (Módulo 
4.B1). 

RCD-HKASP-19 
CCCGTATGCGCTTTTCGATA
TGCTGACGATATATTACC 

(R) Construcción del casete HKASP (Módulo 
4.B1). 

RCD-HKASP-20 
GGTAATATATCGTCAGCATA
TCGAAAAGCGCATACGGG 

(D) Construcción del casete HKASP (Módulo 
4.B2). 

RCD-HKASP-21 
GGACGGTGGATTTCGCGTTG
CG 

(R) Construcción del casete HKASP (Módulo 
4.B2). 

RCD-HKASP-22 
CCAGGGCCAGTACGTCTTCT
GGGACACCGACG 

(D) Construcción del molde de homología de la 
región a 5’ de vanK para CRISPR. 

RCD-HKASP-23 
GCTCGGCTGCACGCGCGCCA
GGGCCCGCCCATCGGC 

(R) Construcción del molde de homología de la 
región a 5’ de vanK para CRISPR. 

RCD-HKASP-24 
CGGGCCCTGGCGCGCGTGCA
GCCGAGCAGCCGAGCAG 

(D) Construcción del molde de homología de la 
región a 3’ de vanK para CRISPR.  

RCD-HKASP-26 
CATGCCATGGGACCTCTATA
TGAAGCGACGGTTTTAGAGC
TAGAAATAGC 

(D) Construcción del casete sgRNA dirigido 
contra vanK. La secuencia guía está marcada en 
cursiva y negrita. El sitio de restricción NcoI 
está subrayado. 

RCD-HKASP-28 
CGTCCGGCTTCGGGCTCGGC
GCCGACGACTACCTGACC Secuenciación del plásmido HKASP. 

RCD-HKASP-29 
GGCCAGCAAAAGGCCAGGAA
CCGTAAAAAGGCCGCG Secuenciación del plásmido HKASP. 

RCD-HKASP-30 
CACCACCGACTATTTGCAAC
AGTGCCGTTGATCGTGC Secuenciación del plásmido HKASP. 

RCD-HKASP-31 
CCAGAGGGCGGGATGCGAAG
AATGCGATGCCGCTCG Secuenciación del plásmido HKASP. 

RCD-HKASP-32 
GGAACTACAGCGAACCGAAG
ACGGCAACCCGCCCGTCG Secuenciación del plásmido HKASP. 

RCD-HKASP-33 
GGTTGTGACCGGGGTGGACA
CGTACGCGGGTGCTTACG Secuenciación del plásmido HKASP. 

RCD-HKASP-34 
GCCTGGGACCCGGCAACCGT
TATGCGAATCCTTCGGG Secuenciación del plásmido HKASP. 

RCD-HKASP-35 
GACGCCGACGCTGACCCGAC
CGGCCCTAAGTCGTGG Secuenciación del plásmido HKASP. 

RCD-HKASP-36 
ATACCTAGGGTGAGCACCCG
ACTGCTCCCGCTGCTCATCG 

(D) Amplificación de un fragmento del gen gluK 
(nt 1-747). El sitio de restricción AvrII está 
subrayado. 

RCD-HKASP-37 
ATATACGTACAGAACGTCCT
CCACGTGGTCGGCCATCTCG 

(R) Amplificación de un fragmento del gen gluK 
(nt 1-747). El sitio de restricción SnaBI está 
subrayado. 

RCD-HKASP-40 
ATACATATGGCTCAGAATCC
CCCGGTCGGCGGCC 

(D) Amplificación del gen xysA. El sitio de 
restricción NdeI está subrayado. 
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RCD-HKASP-41 
ATATACGTACAGCTTCCTTT
CGGGCTTTGTTAGCAGCCGG 

(R) Amplificación del gen xysA. El sitio de 
restricción SnaBI está subrayado. 

RCD-HKASP-42 
ATACATATGCTGCGGCCCGT
CGAAACCCCGACCCGCG 

(D) Amplificación del gen gusA. El sitio de 
restricción NdeI está subrayado. 

RCD-HKASP-43 
ATATACGTAGCTTATCACTG
CTTCCCGCCCTGCTGCGGC 

(R) Amplificación del gen gusA. El sitio de 
restricción SnaBI está subrayado. 

RCD-HKASP-44 
TATATCTAGACGCCGTCAAC
GCGACGATGATCCTGCTCGC 

(R) Construcción del molde de homología de la 
región a 3’ de vanK para CRISPR. El sitio de 
restricción XbaI está subrayado. 

SEQ-HKASP-RMF 
GAAGCGACGTGGTCGATGAG
CCGCCACCCACG 

Secuenciación del Módulo Reportero 
(Plataforma HKASP). 

SEQ-HKASP-RMR 
GTCAGACGGCCGCTGAGGGA
CCGCGACCACCCCTCC 

Secuenciación del Módulo Reportero 
(Plataforma HKASP). 

SEQ-HKASP-SMF 
GGATCATCGCCACCGTGCCG
GGCGTCGGCTACCGC 

Secuenciación del Módulo Sensor (Plataforma 
HKASP). 

SEQ-HKASP-SMR 
GCGGGCCACGTCGAGGATGG
CCTTCGAGACGGCCAGC 

Secuenciación del Módulo Sensor (Plataforma 
HKASP). 

 

 

 

 

 




