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RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

La bacterioferritina Bfr, codificada por el gen SCO2113 de Streptomyces coelicolor, esta implicada
en la produccion de antibidticos por este organismol*l. En este trabajo, se ha estudiado el efecto que
la sobreexpresion de este gen ejerce sobre la diferenciacion morfologica y sobre la produccion de los
antibidticos actinorrodina y undecilprodigiosina. Se ha valorado la respuesta del promotor de este gen
a hierro y se ha estudiado su expresion en Escherichia coli bajo el control del promotor T7. Por otro
lado, también se ha estudiado la respuesta al estrés oxidativo del mutante delecionado en el gen
correspondiente (Abfr). Los resultados han mostrado una reduccion en la sintesis de los antibidticos
estudiados en condiciones de sobreexpresion del gen y se ha comprobado que el promotor de la
bacterioferritina no responde directamente a la concentracion de hierro. La expresion del gen bfr en
E. coli nos permitié purificar gran cantidad de esta proteina y observar que forma agregados al
mantenerse a 4 °C durante al menos 2 dias. Por Gltimo, el ensayo de estrés oxidativo ha revelado una

mayor sensibilidad del mutante Abfr al peréxido de hidrégeno.

Palabras clave: Streptomyces, bacterioferritina, hierro, antibioticos, estrés oxidativo

ABSTRACT AND KEYWORDS

The bacterioferritin Bfr, encoded by the gene SC0O2113 of Streptomyces coelicolor, is involved in
antibiotics production by this organismll. In this work, the effect of overexpression of this gene in
morphological differentiation and actinorhodin and undecylprodigiosin antibiotics production has
been studied. The response to iron of the promoter of this gene has been observed and its expression
in Escherichia coli under the control of T7 promoter has been studied. Furthermore, the response to
oxidative stress of the delection mutant in the corresponding gene (Abfr) has also been analyzed.
Results have shown a reduction in the synthesis of the studied antibiotics under gene overexpression
conditions and it has been checked that the bacterioferritin promoter does not respond directly to iron
concentration. The bfr gene expression in E. coli allowed us to purify a big quantity of this protein
and observe that it forms aggregates when it is kept at 4 °C during at least 2 days. Finally, the oxidative

stress assay has revealed an increased sensitivity of the Abfr mutant to oxygen peroxide.
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1. INTRODUCCION

1.1 Bacterias del género Streptomyces
Las bacterias del género Streptomyces son bacterias Gram-positivas que pertenecen al grupo de las
actinobacterias. Son bacterias abundantes en el suelo que, de forma similar a los hongos, crecen
mediante hifas filamentosas. Su ciclo de vida se inicia con un tubo de germinacién que emerge de
una espora, el cual generara una hifa que se ira ramificando y formara una red de filamentos que
conforman el micelio vegetativo. Este micelio ancla la colonia de células al sustrato y en él las células
replican su material genético sin tabicarse cada vez, de manera que las hifas tienen varias copias del
cromosoma bacteriano. Cuando hay escasez de nutrientes, se genera el micelio aéreo, de hifas no
ramificadas cubiertas de una capa hidrofobica, cuyas hifas se convertiran en esporas unigendémicas,

mediante un proceso de compartimentalizacion muy regulado!?.

Este género de bacterias con un alto contenido en G+C (de mas del 70 %)™ es conocido por su gran
capacidad de produccién de antibioticos y otros metabolitos secundarios. Los analisis gendmicos y
metagendmicos han demostrado que en Streptomyces hay una gran variedad de genes de rutas
biosintéticas de metabolitos secundarios, por lo que estas bacterias estan siendo muy estudiadas, sobre

todo ante la necesidad de encontrar nuevos antibiticos y nuevas moléculas con aplicacion médical®l.

Streptomyces coelicolor A3(2) se ha usado como organismo modelo para estudiar a este género y
establecer el ciclo de desarrollo (Figura 1) y la regulacion en la produccidn de antibi6ticos. Presenta
un genoma con un cromosoma linear de unas 8,7 Mb®l. Entre los antibidticos que produce se
encuentran dos moléculas pigmentadas, la actinorrodina (ACT), azul a pH bésico y roja en medio
acido (pH < 3), y la undecilprodigiosina (RED), de color rojo, lo cual permite, mediante visualizacion
del color de las colonias y halos generados, estudiar el papel fisiologico de los antibiGticos y el
efecto en la produccién de estos metabolitos al generar mutantes o sobreexpresar genes.
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Figura 1. Representacion del ciclo de vida de Streptomyces en medio sélido y de la percepcién de
sefiales por sistemas de dos componentes (TCS). Tomado de Urem et al., 20161,



1.2 Relacion entre el hierro y el metabolismo secundario
El hierro es un elemento necesario en los seres vivos para muchos procesos, como la replicacion del
DNA o la respiracion. Suele actuar como cofactor de enzimas implicadas en procesos esenciales de

la célulal®,

En Streptomyces hay evidencias de que el hierro tiene un papel importante en el desarrollo y el
metabolismo secundario. Al limitar la disponibilidad de hierro, la formacién de micelio aéreo se
retrasa y se altera la expresion de genes del desarrollo. En estas condiciones se induce la expresion
del cluster biosintético de la desferrioxamina E (un sideréforo), cuya delecién conlleva un
crecimiento y desarrollo anormal. También, en condiciones limitantes de hierro, en S. coelicolor y
otras especies, la produccion de metabolitos secundarios, en general, se ve alterada, aunque los
mecanismos moleculares aun se desconocenl”. La delecion del gen desE, que codifica un receptor
para desferrioxamina E, disminuye la sintesis de ACT y afecta severamente al crecimiento y la

esporulaciont®l,

La produccion de antibi6ticos también esta influenciada por los reguladores del metabolismo del

hierro, como se detalla posteriormente en el apartado “Homeostasis del hierro en Streptomyces”.

Ademas de los sideroforos, algunos metabolitos secundarios aumentan cuando Streptomyces crece en
condiciones limitantes de hierro, como es el caso del antibiotico ACT, cuyo aumento en la sintesis es
mayor si se establece una competencia por el hierro con otro organismo, como se ha visto con
Myxococcus xanthus. Este aumento puede deberse también a que la ACT, por su estructura, es capaz
de actuar como guelante de hierro. Dado que los sider6foros producidos por Streptomyces pueden ser
utilizados por otros organismos, se activa la sintesis de otros metabolitos con actividad antimicrobiana

y de captacion de hierro para permitir la supervivencia en ese ambiente pobre en hierro!.

1.3Homeostasis del hierro en Streptomyces
El hierro puede presentarse en dos formas ionicas: Fe?*, soluble en agua, y Fe®*, insoluble. A pesar
de su caracter esencial en los procesos celulares, el ion Fe?* puede reaccionar con el oxigeno
molecular y generar especies reactivas de oxigeno (ROS), de forma que las bacterias deben tener un

riguroso control de la homeostasis del hierro en su interior para evitar la toxicidad!®l.

En bacterias Gram-positivas con alto contenido en G+C, la homeostasis del hierro esta regulada por
los reguladores de la familia DtxR (Diphtheria toxin Regulator) a diferencia de otras bacterias como
las Gram negativas, en las que lo hace el regulador Fur (Ferric uptake regulator)*?l. En condiciones
de escasez de Fe?*, el regulador esta inactivo, y al unirse a este ion cuando su concentracion es

suficiente, el regulador dimeriza y se une a regiones promotoras con secuencias conservadas de 19



pares de bases, denominadas iron boxes, para reprimir la expresion de genes relacionados con la toma
de hierro (y evitar, asi, un exceso del nivel intracelular), aunque también modula la expresion de
genes relacionados con otros procesos celulares. Los reguladores Fur y DtxR actGan, normalmente,
como represores de la transcripcion. S. coelicolor contiene dos homdlogos de este regulador DixR,
DmdR1 y DmdR2 (cuyo gen esté silenciado cuando el gen dmdR1 se expresa), que se unen a sus
correspondientes iron boxes, cuya secuencia consenso para ambos reguladores es 5’-
TTAGGTTAGGCTCACCTAA-3°I"l, El mecanismo molecular de actuacion de estos reguladores es
poco conocido. La delecion de dmdR1 conlleva una menor produccion de antibioticos pigmentados,
pero no se conoce el mecanismo por el que este regulador acta en el metabolismo secundario™?,
Existe, ademas, un gen antiparalelo a dmdR1 en S. coelicolor, adm, que es esencial para la produccion

de desferrioxamina y que acttia como regulador negativo de la sintesis de antibioticos™l,

En Streptomyces avermitilis, el homélogo de DmdR1, IdeR, es activado cuando hay suficiente hierro
intracelular y reprime la expresion de genes relacionados con la toma de hierro (sintesis de
sideroforos, transporte) y activa la sintesis de la bacterioferritina para guardar el hierro del citoplasma
y evitar el estrés oxidativo. Los genes con los que interacciona ldeR poseen un motivo iron box en su
promotor. Este regulador controla también genes involucrados en el metabolismo del hierro y activa

genes involucrados en la esporulacion y en la produccion de avermectinal®®l,

Las proteinas de la familia de las ferritinas, entre las que se incluyen las bacterioferritinas, tienen un

papel primordial en la homeostasis de este elemento y en evitar el estrés oxidativo.

1.3.1 Bacterioferritinas
Las ferritinas constituyen una superfamilia de proteinas encontradas en eucariotas y procariotas de
24 subunidades, cada una con estructura de 4 a-hélices (Figura 2), que se agrupan para formar una
estructura esférica con canales hacia el exterior y con una cavidad de aproximadamente 80 A de
diametro. Su funcién en las células es la oxidacion de Fe?* usando O o perdxido de hidrogeno (H20x)
y la acumulacion de Fe3* en su interior. Las bacterias tienen, normalmente, dos tipos de ferritinas: las
ferritinas bacterianas (Ftn) y las bacterioferritinas (Bfr), siendo estas ultimas exclusivas de bacterias.
Aunque tienen estructura cuaternaria similar y estan formadas por subunidades de cuatro hélices, las
ferritinas bacterianas y bacterioferritinas tienen poca homologia de secuencia, entre ellas y con
ferritinas eucariotas. Otra diferencia es que las bacterioferritinas poseen 12 grupos hemo en las

interfases entre subunidades, lo cual no ocurre en ferritinast®.

El mecanismo por el cual las proteinas de esta familia acumulan hierro implica la oxidacion de dos

iones Fe2* mediante Oz 0 H20; en el centro ferroxidasa y la trasferencia de electrones desde otro ion



de Fe?" y una tirosina (la cual recupera su electron de otro ion Fe?*) a dicho centro. Los iones del
centro ferroxidasa recuperan su estado reducido para iniciar otro ciclo, mientras que los iones Fe®*

formados se almacenan en el ntcleo proteico?,

La liberacion del hierro de las ferritinas requiere la reduccion de los iones Fe** y que los iones Fe?*
formados atraviesen los canales hasta otra proteina receptora. Los electrones son proporcionados por
pequefias moléculas, como flavina o quinol, y la molécula aceptora de hierro suele ser ferrozina o
bipiridilo. La fuerza principal de la liberacion del hierro es la formacion del complejo aceptor-Fe?*.
En Pseudomonas aeruginosa se ha identificado una ferredoxina asociada a bacterioferritina (Bfd),
que contiene un nucleo 2Fe-2S, que se posiciona cerca del grupo hemo para proporcionar los

electrones necesarios y captar el hierro*?,

Estas proteinas, ademas, poseen un papel en la eliminacion de ROS. Algunas ferritinas son inducidas
ante estrés oxidativo y podrian actuar proporcionando Fe?*, que es oxidado directamente para
contrarrestar a las ROS y eliminar el exceso de iones Fe?*, o usado para sintetizar enzimas como la

catalasal'?.

Se desconoce por qué varias bacterias tienen dos sistemas de almacenamiento de hierro (ferritina y
bacterioferritina), pero hay evidencias de que las ferritinas y bacterioferritinas tienen distintos papeles
fisiologicos. Por ejemplo, en E. coli la ferritina es la principal fuente de acumulacion de hierro,
mientras que en Salmonella enterica lo es la bacterioferritina. En P. aeruginosa, la bacterioferritina
codificada por el gen bfrB es quien controla, junto a la ferredoxina, la homeostasis del hierro, mientras
que la ferritina codificada por el gen ftnA tiene una funcion desconocida pero posiblemente
relacionada con el estrés oxidativo, pues su gen es adyacente al gen katA que codifica una hemo
catalasal*®l,

En Streptomyces no hay ferritinas, siendo las bacterioferritinas los mecanismos de almacenamiento
de hierro. En S. coelicolor la bacterioferritina codificada por el gen SC0O2113 fue cristalizada por
Jobichen et al. (https://www.rcsh.org/structure/5XX9) y sus datos fueron depositados en la base de

datos Protein Data Bank en 2017 (Figura 2). Sin embargo, no hay publicaciones sobre esta proteina.


https://www.rcsb.org/structure/5XX9
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Figura 2. Bacterioferritina codificada por el gen SC0O2113 de S. coelicolor completa (izquierda) y conjunto
de seis subunidades (derecha). Imagen extraida con el programa Chimera 1.14. PDB: 5XXO9.

1.3.2 Sistemas de dos componentes bacterianos y hierro
En Streptomyces los sistemas de dos componentes (TCS) tienen un papel primordial como sistema
de regulacion y captacion de sefiales del entorno (Figura 1), lo cual incluye la regulacion de la

sintesis de antibiodticos y la deteccion del hierro.

Los TCS bacterianos son unos sistemas de regulacién muy importante en los procariotas que permiten
a las células detectar cambios en su entorno (cambios en los nutrientes, presién osmatica, presencia
de antibidticos, pH...) y responder a estos cambios para adaptarse a las diferentes situaciones mediante
la modificacion de la expresion génica. La sefial que activa estos TCS en muchos casos es

desconocidal.

La primera proteina que actda como sensor en los TCS es una histidina kinasa (HK) de membrana
homodimérica, que recibe una sefial en su extremo N-terminal (input domain), y es autofosforilada
en un residuo de histidina conservado de su extremo C-terminal, ubicado en el citoplasma (output
domain). Esta proteina fosforilada puede transmitir su grupo fosfato a un residuo de aspartico del
extremo N-terminal de un regulador de respuesta (RR) homodimérico citoplasmatico (input domain),
lo cual resulta en la activacion de su dominio C-terminal por su cambio de conformacion (output
domain). Esta proteina es la que completa la sefializacién actuando a nivel de expresion génica
(Figura 3). A veces puede haber més de dos componentes implicados, como proteinas intermediarias
que transfieran el fosfato desde la HK hasta el RR u otras proteinas necesarias para el funcionamiento
de la HK o que actien como otro RRI*I. La desfosforilacion de estos reguladores es llevada a cabo
por fosfatasas o, a veces, por la propia HK como medida para atenuar la sefial cuando el estimulo ha
cesado y para evitar reacciones cruzadas entre varios TCS, aungue en ocasiones estos sistemas

intervienen en mas de una ruta®®.



Esta interaccion entre la HK y el RR es muy especifica y normalmente sus genes se encuentran
contiguos en el genoma construyendo una unidad transcripcional u operon. No obstante, existen

también reguladores huérfanos, que no poseen en el genoma una HK o RR cercanol*4],

La adaptacion de Streptomyces a los diversos entornos donde habita este género es posible gracias a
los multiples TCS que posee, lo que le permite adaptarse a multiples situaciones de estrés. En el
genoma de S. coelicolor hay 68 TCS emparejados, 17 HK huérfanas y 13 RR huérfanos. Estos TCS
estan implicados tanto en el desarrollo de Streptomyces, como en la diferenciacion de las hifas y en
el metabolismo primario y secundario, lo que incluye la produccién de los antibidticos RED, ACT y
el antibiotico dependiente de calcio (CDA). A pesar de la gran cantidad de estos sistemas encontrados

en estos actinomicetos, la funcion de la mayoria de ellos sigue siendo desconocidal*el.

ElI TCS AbrA (AbrAl/AbrA2), descrito por el grupo en el que me he incorporado, regula
negativamente la produccion de antibioticos en S. coelicolor y responde a sefiales de hierro del
mediol*”l. Los mutantes de delecion de los genes del sistema AbrA muestran una sobreexpresion de
genes relacionados con la toma y el aprovechamiento del hierro, como los genes de sintesis de la
desferrioxamina (SCO2782-2783), activados en ausencia de hierro, genes de proteinas
transportadoras de hierro y antibi6ticos (se han descrito transportadores de sideréforos que también
transportan antibioticos) y flavohemoproteinas (SCO7094 y SCO7428) que reducen el Fe3* del
complejo hierro-sideroforo a Fe?*. Las desferrioxaminas afiadidas al medio pueden estimular el
desarrollo de Streptomyces y la sintesis de metabolitos secundarios, de forma que el aumento de estas
sustancias por la ausencia del regulador AbrA induce la sintesis de antibiGticos*].
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Figura 3. Esquema del funcionamiento de un TCS bacteriano. Tomado de Tierney and Rather, 2019041,



2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

El laboratorio en el que me incorporé esta trabajando en los TCS de S. coelicolor, dada su importancia
en la produccion de antibidticos. Como ya se ha mencionado, en este microorganismo, el TCS
AbrAl1/AbrA2 actia como regulador negativo de la produccion de antibidticos y la diferenciacion.
Ademas, se demostr6 que el operdn AbrA responde a hierrol*® y que mutantes de delecion en este
TCS poseian menor expresion de la bacterioferritinalt’l. Por otra parte, se demostr6 que el gen de la
bacterioferritina (SC0O2113) era regulado directamente por el RR AbrC3 que forma parte del TCS
AbrC, también estudiado por el grupo. Este sistema, formado por dos HK, AbrC1y AbrC2, y un RR,
AbrC3, activa la produccion de antibioticos. Mutantes deficientes en el regulador AbrC3 tienen menor
expresion de varios genes, entre ellos el de la bacterioferritina, cuyo promotor es diana directa de este
regulador(*®l, SCO2113 es, ademas, sobreexpresado en los mutantes carentes de Aorl, un RR
huérfano y regulador positivo de la produccion de antibiGticos también estudiado por el grupot??l.
Todos estos estudios previos ponen de manifiesto que la bacterioferritina parece poseer un papel
relevante en la produccién de antibiéticos, dado que siempre esta desregulada con todos los TCSs
estudiados en el grupo.

Posteriormente, en un trabajo previo realizado en el laboratorio, se caracterizo el mutante de delecién
de S. coelicolor en la bacterioferritina, Abfr, que mostr6 una menor produccién de antibiéticos, un
retraso en la diferenciacién del micelio aéreo y un mayor crecimiento, en comparacion con la cepa
silvestrel. Dicho trabajo demostré la existencia de una relacion entre el gen bfr (SC02113) y la

sintesis de antibiéticos.

El objetivo de este trabajo es ahondar en aspectos de la bacterioferritina, Bfr, que no se abordaron en
el trabajo anterior. Se ha estudiado el efecto de la sobreexpresion del gen bfr en la diferenciacion
morfoldgica y en la produccién de antibioticos. También se ha analizado el promotor de dicho gen'y
su respuesta a la concentracion de hierro y se ha expresado el gen bfr en E. coli. Por otro lado, se
estudio también el comportamiento del mutante Abfr ante el estrés oxidativo generado por la

presencia de peroxido de hidrégeno en el medio de cultivo.



3. MATERIALES

3.1 Microorganismos utilizados

CEPA GENOTIPO REFERENCIA
Streptomyces coelicolor M145 Cepa silvestre; SCP1, SCP2 [3]
S. coelicolor M145 Abfr Derivada de S. coelicolor M145; ASC02113 | [1]
Escherichia coli DH5a F-, 80dlacZAM15, A(lacZYAargF)U169, | [21]
recAl, endAl, hsdR17(rk-,mk+), supE44,
A-, thi-1, gyrA, relAl
E. coli ET1257 dam, dcm, hsdS, cat, tet [22]
E. coli BL21(DE3) CepaBde E. [23]
coli F- ompT gal dcm lon hsdSg(re ms")
MDES3 [lacl lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB*]k-12(A5)
3.2 Plasmidos utilizados
PLASMIDO CARACTERISTICAS REFERENCIA
pN702GEM3 Vector bifuncional E. coli — Streptomyces | [25]
de alto nimero de copias, resistencia a
neomicina.
pNX4 Derivado del pN702GEM3 con expresion | [26]
de xilanasa truncada Xys1 bajo el control
del promotor xysA de Streptomyces
halstedii.
pNB4 Derivado del pNX4 con Xysl bajo el | [1]
control del promotor de bfr.
pNBfr Derivado del pN702GEM3 con bfr bajo el | [1]
control de su propio promotor.
PET-22b(+) Vector para expresar proteinas con cola | Quiagen
6xHis en extremo N-terminal, alto
nimero de copias, resistencia a
ampicilina.
PET22Bfr Derivado del pET-22b(+) con el gen bfr | [1]
bajo el control del promotor T7.

3.3Medios de cultivo utilizados
Cuando los medios de cultivo descritos a continuacion se utilizaron de forma sélida se afiadi6 agar al

2%. Todos ellos fueron esterilizados en autoclave antes de su uso.

- Medio R2YE: sacarosa 103 g/L, CloMg-6 H20 10 g/L, K2SO4 0,25 g/L, glucosa 10,12 g/L,
casaminodcidos 0,1 g/L, TES 5,73 g/L, extracto de levadura 5 g/L, elementos traza* 2 mL/L, pH 7,2.
Después de autoclavar se afiadio, por cada 100 mL: KH2PO4 0,5 %, 1 mL, CaCl,-2 H,O5M, 0,4 mL,

L-prolina 20 %, 1,5 mL["l. Medio de cultivo de uso general para Streptomyces.
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* Elementos traza para R2YE (en un litro de agua): FeClz-6H20 200 mg, ZnCl; 40 mg,
MnCl2-4H20 10 mg, CuCl2-2H20 10 mg, Na2B4O7-10 H20 10 mg, (NH4)sM07024-4H,0 10

mg.

- Medio NMMP: (NH4)SO4 2 g/L, MgSO4-7H20 0,6 g/L, casaminoacidos 5 g/L, elementos traza**
1 mL/L, pH 7,2. Después de autoclavar se afiadio, por cada 100 mL: NaH2PO/K>HPO 0,1 M pH 6,8,
4,5 mL y glucosa 40 %, 1,25 mL, Medio minimo utilizado para visualizacion del fenotipo y el

crecimiento, en el cual el hierro queda a una concentracion de 3,6 uM.

** Elementos traza para NMMP (en un litro de agua): ZnSO4-7H20 1 g, FeSO4-7 H0 1 g,
MnCl2:4 H,O 1 gy CaCl> 1 g. El hierro queda a una concentracion de 3,6 mM.

- Medio NMMP con bajo hierro: misma receta que el NMMP pero los elementos traza tienen una
concentracion de FeSO4-7 H>O de 10 uM (se afiaden 2,8 mg/L de este reactivo en estos elementos
traza) frente a 3,6 mM que tienen los elementos traza normales, de forma que el medio tiene una
concentracion final de hierro de 10 nM. Medio minimo utilizado para la visualizacion del fenotipo y
el crecimiento con bajas cantidades de hierro.

- Medio TSB: peptona de caseina 17 g/L, peptona de soja 3 g/L, NaCl 5 g/L, K2HPO4 2,5 g/L., dextrosa

2,5 g/L, pH 7,328, Medio rico utilizado para crecimiento rapido de microorganismos.

- Medio LB: bactotriptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L, pH 7,521, Medio de

cultivo de uso general.

- Medio SFM o MSA (Manitol Soja Agar): medio preparado con agua de grifo: manitol 20 g/L, harina

de soja 20 g/L?". Medio de esporulacion.

- Medio YEPD: extracto de levadura 10 g/L, glucosa 10 g/L, peptona 20 g/L[?°l. Medio para el

recuento de esporas.

3.3.1 Antibidticos afiadidos a los medios

ANTIBIOTICO CONCENTRACION FINAL (ug/mL)
Ampicilina 100
Kanamicina 50
Neomicina 20




4. METODOLOGIA

4.1 Manipulacion de acidos nucleicos e introduccién en microorganismos

4.1.1 Transformacién de Escherichia coli
Para la introduccion de plasmidos en E. coli se sigui6 un protocolo de choque térmico establecido por
Hanahan*®l. Se emplearon las cepas DH50 para obtener cantidad suficiente de los plasmidos,
BL21(DE3) para producir bacterioferritina y ET1257 para desmetilar dichos plasmidos antes de
transformar S. coelicolor. Las células transformadas fueron sembradas en medio solido con el
antibidtico correspondiente (ampicilina o kanamicina) para seleccionar aquellas que incorporaron el

plasmido.

4.1.2 Aislamiento de plasmidos
Los plasmidos fueron aislados desde E. coli mediante el kit comercial Plasmid DNA Purification
NucleoSpin (Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plasmidos fueron

comprobados mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % tefiidos con bromuro de etidio.

4.1.3 Transformacion de Streptomyces coelicolor
La transformacion de S. coelicolor se llevo a cabo a partir de protoplastos y de plasmidos
desmetilados (purificados previamente de E. coli ET1257) segun un método descrito por Kieser et
al.?™l, Las células transformadas se sembraron en medio R2YE y se incubaron a 28 °C. Al dia
siguiente a la transformacion, se afiadié una cobertera de agua con neomicina, de forma que el
antibiotico quedara a la concentracion de 20 ug/mL, para seleccionar aquellas células que

incorporaron el plasmido.

4.2 Analisis de la morfologia y produccion de antibidticos

4.2.1 Caracterizacion fenotipica en medio solido de la sobreexpresion de bfr

De la placa con colonias transformadas con el plasmido pNBfr se seleccionaron 4 de ellas y se
resembraron en nuevas placas de medio R2YE con neomicina a modo de parches, empleando palillos
estériles. También se resembraron colonias de células control (con el plasmido pN702GEM3) en el
mismo medio. Tras incubarlas a 28 °C durante 3-4 dias, se sembraron en dos medios sélidos (LB y
R2YE) dos parches de células control y dos parches de un clon que sobreexpresaba bfr. Los parches
tenian un tamafio de 1,5 x 1,5 cm. Las placas se incubaron a 28 °C y se observo el crecimiento dia a
dia.
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4.2.2 Cuantificacion de actinorrodina y undecilprodigiosina
La cuantificacion de los antibidticos ACT y RED se realizé siguiendo el protocolo establecido por
Kieser et al.l?"l. Se parti6 de cultivos de S. coelicolor con el plasmido control y con el plasmido pNBfr
(3 clones) en matraces con tres indentaciones en medio TSB (10 mL) con neomicina, incubados
durante 24 h a 28 °C en agitacién (200 rpm). Se cogieron 200 uL de micelio y se pasaron a matraces
con tres indentaciones con 10 mL medio liquido R2YE o LB, ambos con neomicina, con un lavado
previo del micelio en sacarosa 10,3 %. Los cultivos en R2YE y LB se hicieron por duplicado y se

incubaron a 28 °C en agitacion (200 rpm).

Se recogieron dos muestras de 700 puL de micelio con sobrenadante a las 48 h y las 92 h en tubos
eppendorf de 1,5 mL previamente pesados. Las muestras se incubaron a 4 °C overnight en oscuridad
tras afiadirles 700 uL de KOH 1 N y agitarlas en vortex, se centrifugaron 10 minutos a 12000 rpm y
se recogio el sobrenadante para medir la densidad éptica a 640 nm en un espectrofotometro U-2000
Spectophotometer (Hitachi) y determinar la cantidad de ACT. Para cuantificar RED, se lavaron los
precipitados con HC1 0,5 M dos veces, se resuspendieron en 1050 uL de HCI 0,5 N en metanol y se
incubaron 2 h a temperatura ambiente. Transcurrida la incubacion, se centrifugd 5 minutos a 10000

rpm, se tom@ el sobrenadante y se midi6 su absorbancia a 530 nm.

Por ultimo, los eppendorfs con el micelio precipitado se secaron en una estufa a 50 °C overnight y se

pesaron después para referir la cantidad de antibiotico por peso seco de biomasa.

4.2.3 Extraccion de compuestos con metanol y analisis por HPLC
Se sembraron los clones de S. coelicolor con el plasmido pN702GEM3 y con el plasmido pNBfr en
césped, en placas con medio R2YE con neomicina, y se incubaron a 28 °C durante 3 dias. Con un
sacabocados de 0,4 cm de didmetro, se sacaron 3 tacos de cada cultivo y se colocaron en tubos
eppendorf de 2 mL. Se afiadié 1 mL de metanol 100 % y se incubd 1 h en un roller a temperatura
ambiente. Tras la incubacion, se centrifugaron las muestras y se pasé el sobrenadante a tubos
eppendorfs de 1,5 mL. Dichos sobrenadantes fueron desecados en vacio en un SpeedVac overnight y

después se conservaron las muestras a 4 °C.

El analisis de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de las muestras fue realizado por el
Servicio de Andlisis Elemental, Cromatografia y Masas del servicio de apoyo a la investigacion

Nucleus de la Universidad de Salamanca.

4.2.4 Conservacion de cepas
Las células de Streptomyces que se quisieron guardar se cultivaron en 10 mL de medio liquido TSB
en matraces a 28 °C con agitacion (200 rpm) durante 24-36 horas. El contenido de los matraces se



paso a tubos de plastico de 13 mL y se centrifugaron a 4500 rpm unos 7 minutos. Se descarto el
sobrenadante y las células se resuspendieron en glicerol 20 % para pasarlas a viales que se llevaron

al congelador a -80 °C.

4.3 Estudio del comportamiento ante el estrés oxidativo

4.3.1 Obtencion de esporas de S. coelicolor
A partir de parches de S. coelicolor con el plasmido pN702GEM3 'y de un clon con el plasmido pNBfr
se sembraron las células en césped, con un hisopo estéril, en 10 placas de medio SFM con neomicina
a 20 pg/mL, incubadas a 28 °C durante dos semanas. Posteriormente, las esporas fueron recogidas
usando Tween-80 0,1 % siguiendo un protocolo descrito por Hopwood et al.?®l y la solucion
resultante se filtré mediante una jeringa con algoddn estéril. Las esporas se centrifugaron 8 min a
4500 rpm y se lavaron con 20 mL de agua estéril. Se repitio la centrifugacion y el precipitado, las

esporas, se resuspendié en 1 mL de glicerol 20% y se conservé a -20 °C.

Para cuantificar la concentracion de esporas, se sembraron diluciones 10°, 10° y 107 de las
soluciones con esporas en placas de YEPD con neomicina y se incubaron a 28 °C durante 3 dias.
Ademas, se inocularon 10 pL de las diluciones 102 y 10 en medio liquido YEPD y se incubaron 3
dias a 28 °C en agitacion (200 rpm) para comprobar que las soluciones con esporas no estaban

contaminadas.

4.3.2 Ensayos de tolerancia a perdxido de hidrogeno
En placas con medio LB se sembraron 5-10° esporas de S. coelicolor M145 y Abfr partiendo de
diluciones de las soluciones de esporas guardadas. Una vez extendida la solucién de esporas y secada,
se hicieron cuatro pocillos equidistantes con un sacabocados de 0,4 cm de didmetro en las placas y se
afiadi6 en cada pocillo 100 pL de una solucion de H202 a las concentraciones 2, 4, 6, y 8 mM. Las
placas se dejaron 1 h a 4 °C para que el H20. difundiera y se incubaron boca arriba a 28 °C durante
varios dias en los que se observo la formacion de halos, cuyo diametro se midi6. Se sembraron 3

placas de la cepa M145 y 3 placas de la cepa Abfr.

4.4 Estudio del promotor de bfr

4.4.1 Crecimiento en medio sélido de colonias que sobreexpresan bfr
La metodologia seguida fue analoga a la descrita en el apartado “Caracterizacion fenotipica en medio
solido de la sobreexpresion de bfr”, pero se utilizaron placas Petri con medio NMMP (3,6 uM de
hierro) y NMMP con bajo hierro (10 nM) para sembrar los parches y estudiar el efecto que tiene la

distinta concentracion de hierro sobre la diferenciacion y la produccion de antibiéticos coloreados.



4.4.2 Cultivos en medio liquido con distintas concentraciones de hierro
En este ensayo se estudid la secrecion de xilanasa, excretada al medio extracelular, bajo el control de
su propio promotor (pNX4) y del promotor de bfr (pNB4). Para ello, a partir de placas de R2YE con
neomicina con las células sembradas en parche, se hicieron tacos de agar y se inocularon en matraces
con tres indentaciones que contenian 10 mL de NMMP y NMMP con bajo hierro. Se hicieron tres
réplicas de cada tipo de célula en cada medio (S. coelicolor con los plasmidos pN702GEM3, pNX4
y pPNB4). Se incubaron durante 4 dias a 28 °C en agitacion (200 rpm) y posteriormente se recogio el
contenido en tubos de 13 mL de plastico, que fue centrifugado 8 min a 4500 rpm. Los sobrenadantes
se pasaron a huevos tubos y sus proteinas, entre las que se encontraba la xilanasa, fueron precipitadas,
siguiendo el procedimiento descrito en el siguiente apartado, y visualizadas mediante SDS-PAGE.
Por otro lado, la biomasa fue transferida a tubos eppendorfs de 1,5 mL, previamente pesados, y secada

en estufa a 50 °C overnight para determinar el peso seco y estandarizar.

4.4.3 Precipitacion de proteinas con 10 % &cido tricloroacético (TCA)
Se afiadieron 100 puL de TCA 100 % a tubos eppendorf con 1 mL de sobrenadante y se incubaron en
hielo durante 30 minutos. Tras centrifugar 5 min a 13000 rpm se elimind el sobrenadante y se
afiadieron 600 puL de TCA 0,2 % en agua. Se repitid la centrifugacion dos veces para eliminar el
sobrenadante y los precipitados se resuspendieron en 100 uL de Laemmly protein loading buffer (para
el buffer 4X: Tris HCI 250 mM pH 6,8; SDS 8 %; glicerol 40 %; azul de bromofenol 0,05 % y 50
mM DTT).

4.4.4 Electroforesis de proteinas SDS-PAGE
Las electroforesis de proteinas se realizaron en equipos de BIORAD. Para los geles de separacion se
partié de una solucién de 50 mL de acrilamida:bis-acrilamida 37,5:1, 25 mL de Tris HCI (1,5 M pH
8,8) y 25 mL de agua destilada por cada 100 mL de disolucidn, y para los geles de empaquetamiento,
de una solucién de 6,5 mL de acrilamida:bis-acrilamida 37,5:1, 12,5 mL de Tris HCI (0,5 M pH 6,8)

y 31 mL de agua destilada por cada 50 mL de disolucién.

Para cada gel de separacion de 0,7 mm de grosor se usaron 4 mL de solucion de gel de separacion,
40 pL de SDS 10 %, 20 uL de APS 10 % y 2 uL de TEMED, mientras que para los geles de
empaquetamiento las proporciones fueron de 2 mL de solucion de gel de empaquetamiento, 20 uL de
SDS 10 %, 10 uL de APS 10 % y 2 uL de TEMED.

En los geles se cargaron marcadores de peso molecular (BIORAD, Low Molecular Weight Markers)
y las muestras de proteinas suspendidas en Lammley protein loading buffer previamente hervidas

durante 5 min. Las electroforesis se efectuaron en tampon de carrera (dilucion 1:5 de una solucion de



15,14 g de Tris base, 72 g de glicina 'y 50 mL de SDS 10 % por cada litro) a una corriente de 30 mA
por gel. Tras aproximadamente 17 minutos, se detenia el proceso y se tefiian los geles con soluciones
de tincion (0,25 % de azul de Coomasie R-250 en metanol:acético:agua en proporciones 50:10:40)
durante media hora para después tratarlos dos o tres veces con solucion de destincion (igual a solucion

de tincion pero sin azul de Coomasie) durante 15 minutos y finalmente fijarlos con etanol 25 %.

4.5 Produccion y purificacion de Bfr en Escherichia coli

4.5.1 Cultivo de células e inducciéon de la produccion de proteina
Células de E. coli BL21(DE3) transformadas con los plasmidos pET-22b(+) y pET22Bfr fueron
sembradas en medio LB sélido con ampicilina e incubadas a 37 °C overnight. Al dia siguiente se
inocularon las cepas en matraces con 20 mL de medio LB liquido con ampicilina por triplicado y se
incubaron a 37 °C en agitacion (200 rpm) overnight. A continuacion, se midié la densidad 6ptica de
una dilucién 1:20 de los cultivos en un espectrofotdémetro U-2000 Spectophotometer (Hitachi) y se
inoculé un nuevo cultivo de 400 mL de medio con células para obtener una densidad éptica de 0,3.
El volumen necesario de células para conseguir esta densidad en los 400 mL se centrifugd 10 minutos
a 4500 rpm y se resuspendié en LB con ampicilina para, a continuacion, ser trasladado a un matraz
con los 400 mL de este medio, que fue incubado a 37 °C con 200 rpm de agitacién. Cuando la densidad
Optica alcanzé el valor 1, se afiadio IPTG 0,2 mM y se incubaron las células 25 °C overnight con la

misma agitacion. Este proceso se hizo para las células con los dos plasmidos.

4.5.2 Lisis celular de E. coli en molino criogénico
Una vez transcurrido el periodo de incubacion, las células fueron repartidas en tubos para
ultracentrifuga de 200 mL, centrifugadas a 4 °C a 5000 rpm durante 10 minutos y lavadas tres veces
con Tris 10 mM (pH 7.5) mediante centrifugaciones a 4 °C a 4500 rpm durante 10 minutos,
disminuyendo en cada lavado el volumen en el que se resuspendian las células (45 mL en el primer
lavado, 20 mL en el segundo y 10 mL en el tercero) y juntando las células con el mismo plasmido.
Las células se mantuvieron en un tubo Falcon congelado a -80 °C y fueron lisadas posteriormente en
un molino criogénico Freezer/Mill (SPEX SamplePrep), mediante enfriamiento de las muestras 1
minuto en nitrégeno liquido, su traspaso a viales previamente enfriados, un nuevo enfriamiento en
nitrégeno liquido durante 1 minuto y tratamientos en el molino con 4 ciclos de 1 minuto cada uno

con un ratio de impacto de 15 CPS (ciclos por segundo).

4.5.3 Purificacion de la proteina
Dado que en las células control no se hallaba la bacterioferritina, todo el procedimiento con dichas

células se realizo con la mitad del volumen para gastar menos reactivos. El polvo resultante de la lisis



en el molino fue resuspendido en 20 mL (10 mL el control) de buffer de lisis (Na2HPO4/NaH2PO4 50
mM, NaCl 300 mM, Triton X100 0,1 %, imidazol 5 mM, pH 7,5) y fue centrifugado a 4 °C 70 minutos
a 45000 rpm en ultracentrifuga. La fraccion soluble se recogié en tubos, mientras que la insoluble se
resuspendio en 20 mL de buffer de equilibrado (Na2HPO4/NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol
10 mM, pH 7,5) y fue guardada a -20°C.

La purificacion de la proteina se realizé mediante la resina HisPur Cobalt Resin (Thermo Scientific)
en columnas de pléastico vacias de BIORAD en una camara friaa 4 °C. Se usé 1 mL de resina por cada
10 mL de muestra, que se centrifugd a 700 g 2 minutos para quitar su sobrenadante y se lavo con 5
mL de buffer de equilibrado. La resina se resuspendio con las fracciones solubles de la lisis y se
mantuvo 3 horas en rotadores a 4 °C. Después, se afiadio el contenido en las columnas y se recogio
la fraccién no retenida. Se hicieron dos lavados con buffer de equilibrado con imidazol 20 mM y dos
lavados con buffer de equilibrado con imidazol 30 mM, dejando 5 minutos de reposo de la resina con
el buffer y recogiendo después el liquido. Para recuperar la proteina, se hicieron 4 eluciones con
buffer de equilibrado con imidazol 250 mM y dos eluciones con buffer de equilibrado con imidazol

1 M, dejando 5 minutos antes de recoger. Las fracciones se guardaron a -20 °C.

Las fracciones fueron comprobadas posteriormente mediante electroforesis SDS-PAGE en geles de

poliacrilamida.

4.6 Programas informaticos utilizados y bases de datos

Para el tratamiento de los datos se uso la hoja de calculo Excel del paquete Microsoft Office.

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 con el programa GraphPad mediante analisis ANOVA

o test t de Student (en caso de haber solo dos grupos) para un 95 % de confianza.
Los geles de poliacrilamida del estudio del promotor se analizaron con el programa ImageJ.

Las bases de datos utilizadas fueron StrepDB (http://strepdb.streptomyces.org.uk/) para la busqueda

de genes en S. coelicolor y, para consultar informacion sobre Bfr, UniProt (https://www.uniprot.org/)

y Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/). Tambien se utilizé la herramienta bioinformatica

MEMESuite (http://meme-suite.org/) para el andlisis del promotor de bfr.



http://strepdb.streptomyces.org.uk/
https://www.uniprot.org/
https://www.rcsb.org/
http://meme-suite.org/

5. RESULTADOS

5.1 Sobreexpresion de bfr: estudio fenotipico y produccion de compuestos
Como se detalla en antecedentes, la ausencia de bfr en un mutante de delecion tenia un efecto
deletéreo para la produccién de antibidticos en la mayoria de los medios de cultivo. Estdbamos, por
lo tanto, interesados en comprobar si su sobreexpresion implicaria un incremento de la produccion de

antibioticos.

Para ello, se introdujeron en la cepa silvestre de S. coelicolor el plasmido que sobreexpresaba el gen
bfr bajo su propio promotor (pNBfr) y el plasmido vacio (pN702GEM3) y se seleccionaron varios
clones para su analisis mediante seleccion en el antibi6tico correspondiente. Posteriormente, para
realizar el estudio fenotipico de los clones que sobreexpresaban bfr, se sembraron dos parches de cepa
control, con el plasmido vacio, y dos parches de un clon de S. coelicolor que sobreexpresaba bfr,
como se detalla en el apartado “Caracterizacion fenotipica en medio sélido de la sobreexpresion de
bfr” de “Metodologia” (pagina 13). Los medios de cultivo solidos empleados en este estudio fueron
LB y R2YE, pues en ellos se observaron diferencias en la produccion de antibidticos entre la cepa
silvestre M145 y la cepa mutante Abfrlll. Se analizaron las diferencias que pudiera haber tanto en la
formay color de las colonias (indicativo de la esporulacién, ya que las esporas son grises y el micelio
aéreo blanco) de las colonias y en la produccién de antibidticos pigmentados (RED es roja e

intracelular, ACT es azul y es secretada al medio).

En medio LB, tras 3 y 5 dias de la siembra, las células que sobreexpresaban bfr crecian de forma
menos homogénea y no esporulaban como lo hacia el control, que tenia mayor cantidad de esporas.
En cuanto a la produccion de antibioticos, el halo de ACT secretado al medio, de color azul, era

ligeramente menor en las células que sobreexpresaban la bacterioferritina (Figura 4-A).

Por otro lado, en medio R2YE, las células con mayor cantidad de Bfr formaban colonias sin
diferencias apreciables en la esporulacion. A tiempos tempranos (3 dias) las colonias con el plasmido
pNBfr tenian menor crecimiento. A los 5 dias se podia observar halo de antibiéticos en ambos tipos
celulares, teniendo el halo de las células que sobreexpresaban bfr una ligera tonalidad méas azulada
(Figura 4-B).



Estas diferencias fenotipicas sugerian que la produccién de compuestos estaba alterada por la
sobreexpresion de bfr. Para comprobarlo, se analizaron extractos de las células control y de tres clones
que sobreexpresaban bfr cultivados en medio R2YE, como se describe en “Extraccién de compuestos
con metanol y analisis por HPLC” dentro de “Metodologia” (pagina 14). Mientras que el extracto
control presentaba un tono mas rojizo, los otros tres tenian un color més rosado. El andlisis por HPLC
demostrd que los perfiles cromatogréficos de ambos tipos de células eran similares, pero en las células
que sobreexpresaban bfr la produccion de metabolitos disminuia en comparacion con las células

control (Figura 4-C).

A B (&
LB R2YE .

PNBfr Control PNBfr Control

Figura 4. Comparacidn entre las colonias de S. coelicolor con plasmido pNBfr (sobreexpresion de bfr) y el plasmido
control (pN702GEM3) en medio LB (A) y R2YE (B) a los 3 y 5 dias de la siembra y perfil cromatografico de los
compuestos extraidos con metanol de cultivos en R2YE (C) con el plasmido pN702GEM3 (verde) y pNBfr (rojo).

Para ver con mas precision como afectaba la sobreexpresion a la produccion de antibi6ticos, se
cuantificé la cantidad de RED y ACT en medio liquido (R2YE y LB) tras 48 y 92 h, siguiendo el
procedimiento descrito en “Cuantificacion de actinorrodina y undecilprodigiosina” en “Metodologia”
(pagina 14). Los cultivos en medio LB tuvieron una mayor variabilidad (Figura 5), mientras que en
R2YE los datos fueron méas uniformes (Figura 6). Se comprobd que la produccion de antibidticos
disminuia, sobre todo de ACT (Figura 6-B), en las células que sobreexpresan bfr. Esta disminucion
en ACT se hace notable a las 92 h de la inoculacion, mientras que la disminucion de RED se percibe

desde las 48 h aunque no es tan significativa estadisticamente a las 92 (Figura 6-A).
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Figura 5. Cuantificacién en medio LB de RED (A) y ACT (B). Los asteriscos indican diferencias significativas con p <
0,05.
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Figura 6. Cuantificacién en medio R2YE de RED (A) ACT (B). Los asteriscos indican diferencias significativas con p
<0,05.

5.2 Estudio del promotor de bfr bajo distintas concentraciones de hierro en el medio
Sabemos que el promotor de bfr esta directamente controlado por el RR AbrC3[**! pero hasta la fecha

no se han hecho estudios para saber cudl es su respuesta frente a diferentes concentraciones de hierro.

Para realizar este estudio abordamos dos tipos de experimentos; en el primero estudiamos el efecto
de la sobreexpresion de bfr en medio NMMP sélido con contenido normal de hierro (3,6 pM) y en el
mismo medio con bajo hierro (10 nM). Para ello sembramos los clones obtenidos en el apartado
anterior y que sobreexpresaban bfr con su propio promotor (pNBfr) en ambos medios. A todos los
tiempos de estudio, las colonias con sobreexpresion de bfr, comparadas con el control (plasmido
pN702GEM3), presentaban un peor crecimiento en ambos medios, con colonias mas dispersas. En
medio NMMP, la sintesis de antibioticos era mas notable en las células con plasmido pNBfr a los 7
dias (rodeadas de un halo oscuro) que en el control. Por lo tanto, el comportamiento en este medio es
diferente a los medios ensayados en los apartados anteriores (LB y R2YE), ya que la sobreexpresion

de bfr si que induce mayor produccion de antibiticos en NMMP (Figura 7).
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Por otro lado, en medio NMMP con bajo hierro (10 nM), la sintesis de ACT también era mas
apreciable a los 3 y 5 dias en las células que sobreexpresaban bfr que en el control. Sin embargo, la

produccion acababa siendo superada por aquella de las células control a los 7 dias (Figura 7).

Por lo tanto, la sobreexpresion de bfr en presencia de distintas concentraciones de hierro no tiene un
efecto excesivamente drastico. Con menor hierro se observa que la sintesis de antibidticos comienza

antes al sobreexpresar bfr, pero la produccion final es menor respecto al control.

pNBfr Control pNBfr Control pNBfr Control

NMMP

NMMP b
bajo 4 %

hierro

3 dias 5 dias 7 dias

Figura 7. Comparacion entre colonias de S. coelicolor con el plasmido pNBfr (sobreexpresién de bfr) y el plasmido
pN702GEM3 (control) en medio sélido NMMP (3,6 uM) y NMMP con bajo hierro (10 nM) a los 3, 5y 7 dias de la
siembra.

En el segundo experimento, estudiamos si la region encontrada a 191 pb upstream de la secuencia
codificante del gen bfr estaba 0 no sometida a una regulacion directa por la concentracién de hierro
empleando como reporter una xilanasa Xysl aislada de S. halstedii y que ha sido empleada
extensamente por el grupo de trabajoll. Para este fin, se construyd un plasmido en el que dicho
promotor, de bfr, controlaba la expresion de la proteina testigo mencionada Xys1, que se denominé
pNB4. Al mismo tiempo se emplearon los plasmidos pN702GEM3, usado como control negativo de
la produccion, y el plasmido que portaba el gen de Xys1 con su propio promotor (pNX4) empleado
como control negativo de la regulacion por hierro. La xilanasa reporter Xys1, de aproximadamente
30 kDa, es excretada al exterior. Se hicieron cultivos en medio liquido utilizando, de nuevo, NMMP
y NMMP con bajo hierro para controlar la cantidad de este elemento. Posteriormente, se analizaron,
por electroforesis SDS-PAGE, los sobrenadantes de dichos cultivos precipitados con 10 % TCA tras
4 dias de incubacidn para cuantificar la cantidad de proteina reporter producida en las diferentes

condiciones.

Xys1 aparecia en los sobrenadantes de cultivos de células con plasmido pNX4 y pNB4, mientras que
estaba ausente en sobrenadantes de células con pN702GEM3, como era esperable. Se observo que
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con ambos plasmidos utilizados para expresar Xys1 la cantidad de xilanasa en los cultivos con menor
concentracion de hierro, cualitativamente, era menor que en aquellos cultivados en NMMP estandar
(Figura 8).

<+— Xysl

NMMP NMMP NMMP NMMP NMMP NMMP
bajo Fe bajo Fe bajo Fe

\

L
T

pPN702GEM3 PNX4 pNB4

Figura 8. Visualizacién de las bandas de xilanasa (marcada con una flecha) en gel de poliacrilamida de los sobrenadantes
de células con pldsmido pN702GEMS3 (plasmido vacio), pNX4 (xilanasa con su promotor propio) y pNB4 (xilanasa con
el promotor de bfr) en medio NMMP y NMMP con bajo hierro.

Una vez normalizada la cantidad de proteina por biomasa, la intensidad de las bandas de xilanasa fue
analizada con el programa ImageJ para obtener las correspondientes areas de pico y cuantificar la
produccion. Se compararon las diferencias en la produccion de xilanasa en los dos medios con cada
plasmido. El resultado esperado era que la produccion con pNX4 (con el propio promotor de la
xilanasa) no variase con la cantidad de hierro; sin embargo, aunque no hubo diferencias significativas,
esta era menor de forma apreciable en el medio con baja cantidad de hierro (Figura 9-A). Por otro
lado, la produccion de esta proteina con menor cantidad de hierro con el plasmido pNB4 era menor
de forma significativa respecto a la produccion en NMMP normal (Figura 9-B). En NMMP con bajo
hierro, la produccién de xilanasa con el plasmido pNX4 era un 50 % menor respecto a la produccion
en NMMP, mientras que con el plasmido pNB4, la produccion de Xysl en NMMP con bajo hierro
representaba un 23 % de la produccion en NMMP.
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Figura 9. Analisis estadistico de la cuantificacion de Xys1 mediante las areas de pico determinadas con ImageJ
comparando la cuantificacion en NMMP y NMMP con bajo hierro de las células con plasmido pNX4 (A, xilanasa
con su propio promotor) y pNXBfr (B, xilanasa con el promotor de bfr). Los asteriscos indican diferencias
significativas con p < 0,05.

Por otro lado, el genoma de S. coelicolor fue analizado con la herramienta FIMO del programa online
MEMESuite, que busca motivos concretos en secuencias, para identificar si el promotor de bfr poseia
motivos iron box reconocidos por el regulador DmdR1 (TTAGGTTAGGCTCACCTAA). Al
introducir la iron box de S. coelicolor, el programa detectd varias posiciones con estos motivos en el

genoma, pero ninguna correspondia a la region donde se halla el promotor del gen bfr (SC02113).

Por lo tanto, podemos concluir que el promotor de bfr responde a las concentraciones de hierro del
medio, aunque no parece que sea de forma directa, al menos a través de una regulacion por DmdR1.
Estaba previsto hacer un experimento adicional para comprobar si la menor concentracion de hierro
disminuia la expresion de bfr y otros genes involucrados en la sintesis de antibioticos, mediante gRT-
PCR (Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction), pero dada la situacion
nacional no se pudo concluir el experimento pese a tener todas las herramientas y los primers

disefiados y preparados para su uso.

5.3 Produccion y purificacion de Bfr en E. coli
Otro punto de interés en nuestro estudio era analizar la funcionalidad de la proteina y su capacidad
de almacenar hierro, dado que su funcién estaba predicha solo por medios informéticos. Para ello,
nos pusimos como objetivo la purificacion de la proteina Bfr en cantidad suficiente en E. coli para
poder realizar ensayos bioquimicos y obtencion de anticuerpos. El plasmido (pET22Bfr) en el que la
proteina Bfr estaba downstream del promotor T7 y etiquetada con una cola de 6 residuos de histidina,
el cual se introdujo en la cepa E. coli BL21, se habia construido previamente en el laboratorio™ (ver
“Materiales”). Para la produccion de Bfr en gran cantidad, se realizo un cultivo liquido en LB de la

cepa portadora del plasmido pET22Bfr, se indujo su expresion con IPTG y la proteina Bfr fue

24



purificada, tras la lisis celular en molino criogénico, a partir de las fracciones solubles de los extractos
celulares mediante una resina de afinidad para colas de histidina, siguiendo el procedimiento
detallado en “Produccion y purificacion de Bfr en Escherichia coli” dentro de “Metodologia”
(paginas 17-18).

Se analizaron las distintas fracciones del proceso y se observd que la proteina se producia
abundantemente y que una gran parte de ella se solubilizaba tras la lisis celular, aunque gran parte
seguia quedando en la fraccion insoluble (Figura 10-A), siendo capaces de purificar una buena
cantidad a partir de la fraccion soluble (Figura 10-B). La proteina purificada se mantuvo congelada a
-20°C para su posterior analisis. Sin embargo, en los eppendorfs en los que se guardo, se formé un
precipitado amarillento de la proteina ya a los 2 dias tras su almacenamiento, indicativo de que se

habia vuelto insoluble, dificultando entonces tanto su cuantificacion como su analisis funcional.

A
[ -
b
‘ ‘ . |
| e sl
Soluble Insoluble Soluble Insoluble
pET-22b(+) pET22Bfr
B
— D PP W e —
Lavado EL 1 El. 2 El. 3 El 4 ElL5 El.6

L J
( Y J Y

250 mM Imidazol 1 M imidazol

Figura 10. Geles de poliacrilamida con Bfr sefialada con una flecha. A: fracciones solubles e insolubles de los extractos
celulares con los plasmidos pET-22b(+) (plasmido vacio) y pET22Bfr (plasmido para producir Bfr recombinante). B:
ultimo lavado y distintas eluciones realizadas en el proceso de purificacion a partir de las fracciones solubles de los
extractos de células con el plasmido pET22Bfr.
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Actualmente estamos probando diferentes condiciones en cuanto a la purificacion y mantenimiento
para que la proteina se mantenga soluble y asi poder realizar los ensayos de funcionalidad con la

misma. Este objetivo se ha visto afectado por la emergencia sanitaria y la parada en la investigacion.

5.4 Tolerancia al peréxido de hidrogeno de las cepas de S. coelicolor M145 y Abfr
El hierro, ademas de ser un elemento crucial en muchos procesos metabdlicos, esta implicado en el
estrés oxidativo, pues el ion Fe?* puede reaccionar para formar ROS. Por ello, y para completar
estudios anteriores del laboratorio, otro objetivo de este trabajo fue analizar el comportamiento ante
el estrés oxidativo, en este caso, ante la ausencia de la proteina Bfr, utilizando para ello el mutante de
delecion caracterizado previamente en el laboratorio™. Dado que dicho mutante no posee la
bacterioferritina para acumular el hierro en su forma insoluble, lo cual sirve como mecanismo de

defensa ante el estrés oxidativo, esperabamos que este fuese mas sensible al H20.

Las cepas M145 y Abfr fueron sembradas en medio solido LB con pocillos donde se depositaron
soluciones con diferente concentracion de H202, como se explicé en el apartado “Ensayos de
tolerancia a perdéxido de hidrogeno” en “Metodologia” (pagina 15). Se sembraron el mismo nimero
de esporas de ambos tipos celulares en todas las placas. En ambas cepas el halo de inhibicién era
mayor conforme aumentaba la concentracion de H2Oz, lo que confirma que este compuesto supone
un estrés oxidativo para las células. A los dos dias de sembrar las placas ya se observaron halos de
inhibicidn, siendo estos mas pequefios en el mutante, con diferencias significativas a las dos
concentraciones mayores probadas, 6 y 8 mM (Figura 11-A). A la semana de la siembra, las células
de la cepa M 145 crecieron alrededor del halo en colonias pequefias azuladas, pues el H.O> se degrada
con el tiempo. Por otro lado, en la cepa mutante Abfr crecieron colonias més dispersas en el centro

del halo, més grandes y amarillentas, pudiéndose visualizar mejor los halos (Figura 11-B).
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Ensayo de tolerancia al peroxido de hidrégeno
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Figura 11. Resultado del ensayo con peroxido de hidrogeno. A: anélisis estadistico del didmetro de los halos medido
tras 2 dias de la siembra formados en la cepa M145 (silvestre) y el mutante de delecién Abfr, con las diferencias
significativas marcadas con asteriscos (p < 0,05). B: placas con cepa M145 y Abfr tras 7 dias de haber sembrado,
con las concentraciones de peroxido de hidrégeno sefialadas. El ensayo se realizé por triplicado.
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Ademas de realizar este ensayo con el mutante de delecion, quisimos comprobar si la sobreexpresion
de bfr tenia algun efecto en la tolerancia al estrés oxidativo. Para ello, se obtuvieron esporas de células
con plasmido vacio (pN702GEM3) y con el plasmido para sobreexpresar bfr (pNBfr) siguiendo la
metodologia descrita en “Obtencion de esporas de S. coelicolor” (pagina 15). De esta forma, se
obtuvieron unas soluciones de esporas sin contaminacion cuyas concentraciones fueron 1,65 - 10°
esporas/mL para las células con pN702GEM3 y 4,16-10° esporas/mL para las células con pNBfr.
Estas esporas se conservaron a -20 °C para su posterior utilizacion en un ensayo analogo al realizado
con las cepas mutante y silvestre; sin embargo, debido al estado de alarma nacional, no se pudo

realizar el ensayo con estas esporas.



6. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En el trabajo previo de laboratorio sobre el gen bfr de S. coelicolor, se comprobd que las cepas que
carecen de este gen producian una menor cantidad de RED y ACTM. Mediante la cuantificacion de
antibioticos, se ha comprobado en este trabajo que la sobreexpresion de dicho gen también disminuye
la produccion de antibidticos en los medios complejos utilizados, LB y R2YE. Ademas, en el perfil
cromatografico comparativo entre la cepa silvestre con el plasmido control y la cepa que sobreexpresa
el gen bfr se observa una bajada general de todos los metabolitos que se pudieron extraer con metanol.
Sin embargo, el comportamiento en medio minimo es diferente, habiendo una precoz produccién de
antibidticos con la sobreexpresion. Esta diferencia de comportamiento relacionada con la

disponibilidad de hierro entre medios complejos y minimos ya ha sido descrita con anterioridad®2.

El hierro parece estar implicado en la produccién de metabolitos secundarios, como se ha descrito
con las oxigenasas Rieske, que participan en el metabolismo de RED®, Mientras que la ausencia de
la proteina Bfr podria conllevar una disminucion del hierro almacenado y un aumento de los iones
Fe2* libres en el citoplasma, que podrian aumentar el estrés oxidativo e inhibir las enzimas
biosintéticas, un aumento de Bfr podria tener el efecto contrario en el hierro intracelular. En
Pseudomonas aeruginosa la liberacion de hierro de su bacterioferritina (BfrB) estd mediada por una
ferredoxina (Bfd), y al inhibir la interaccion de ambas proteinas o mutar los aminoacidos implicados,
las células aumentan el nivel de hierro intracelular, pero disminuyen el hierro libreB4. Por lo tanto,
la sobreexpresion de bacterioferritina en S. coelicolor podria disminuir la cantidad de hierro libre en
el citoplasma y, en consecuencia, se reduciria la actividad catalitica de las enzimas implicadas en el
metabolismo secundario; no obstante, se ha comprobado que la disminucion de hierro en la cepa
silvestre aumenta la sintesis de antibi6ticos!®. Es posible que Bfr interaccione con alguna proteina
reguladora implicada en la sintesis de antibioticos y que una cantidad excesiva, ademas de secuestrar

el hierro libre del citoplasma, impida la correcta funcién de otras biomoléculas.

Aunque se ha descrito que en otros organismos la expresion de las bacterioferritinas a nivel génico
es regulada por hierro a través del regulador IdeR, como en Streptomyces avermitilis, cuya
bacterioferritina tiene una iron box en el promotor de su gen™%, el promotor de bfr de S. coelicolor
no parece responder directamente a este elemento a través de DmdR1. Los experimentos llevados a
cabo con la secrecion de xilanasa como reporter muestran un descenso significativo en la secrecion
de esta proteina con el promotor de bfr cuando el hierro es menor en la célula, pero no hay presencia
de iron box en dicho promotor. Ademas, la sobreexpresion de bfr bajo el control de su propio
promotor en medio minimo con distintas cantidades de hierro mostro diferencias en el crecimiento

de las células y una produccion anticipada de ACT con menor cantidad de hierro en el medio, aunque



inferior a la producida por las células control. Los resultados de la sobreexpresion corroboran la
menor produccion de antibioticos y la sintesis de estos de forma adelantada ante la disminucion de
hierro, pero no clarifica nada respecto a la menor expresion de bfr con menor hierro en el medio. La
bacterioferritina podria variar sus niveles intracelulares en respuesta a la concentracion de hierro
mediante otros reguladores implicados en su expresion que si respondan a hierro directamente. En
este trabajo estaba previsto estudiar la expresion de bfr y de otros genes implicados en la regulacion
de la sintesis de antibioticos tras haber crecido las cepas en medios con distintas cantidades de hierro
mediante gRT-PCR, pero no pudo realizarse dicho experimento debido al confinamiento generado

por la crisis de la enfermedad COVID-19.

La reaccion entre el ion Fe?* y el H,0,, conocida como reaccion de Fenton, genera Fe** y dos ROS,
el anion hidréxido (OH") el radical hidroxilo (-OH), que puede reaccionar con el DNA y producir la
muerte celular. Este dafio puede prevenirse mediante el almacenamiento de hierro en ferritinas o
bacterioferritinast®!, de manera que se podria pensar que aquellas células que carecen de este tipo de
proteina serian mas sensibles al estrés oxidativo. El resultado del ensayo con perdxido de hidrogeno
muestra que, al contrario de lo que se esperaba, los halos de inhibicion son menores en el mutante
respecto a la cepa silvestre, lo cual podria indicar que las células poseen mecanismos alternativos a
la bacterioferritina que detoxifican esta especie reactiva de oxigeno y que estos sean mas notables
ante la ausencia de Bfr, 0 que esta proteina no esté implicada en este proceso. A pesar de esto, parece
gue los mutantes son mas sensibles al estrés oxidativo en el tiempo, teniendo una peor salida. Tras
una semana del tratamiento con H>O> (tiempo en que este compuesto se va inactivando) las células
de Abfr que han sobrevivido al tratamiento crecen por la zona de inhibicion previa de forma mas
dispersa y no ocupan el halo de inhibicion de la misma forma que lo hace la cepa silvestre. Una
posible explicacion a este hecho seria que las bacterias mutantes, carentes de Bfr, hayan eliminado la
mayor parte del hierro intracelular libre para contrarrestar el estrés oxidativo por otros mecanismos
que no lo acumulen para su posterior uso (por ejemplo, la reduccion de Fe** por radical superoxido
puede contrarrestar la reaccion de Fenton, aunque no esta claro si esto ocurre in vivo®4). Al no tener
bacterioferritina para acumular hierro, la cepa Abfr podria no disponer de una cantidad necesaria de

hierro disponible para crecer correctamente tras haberse detoxificado el H2O por otros mecanismos.

Por ultimo, el procedimiento utilizado para producir Bfr en Escherichia coli permitié obtener una
gran cantidad de proteina con un sistema inducible por IPTG. Tras haber purificado la
bacterioferritina, se observo que ésta precipitaba en los tubos donde se recolecto. Es posible que la
cantidad de la proteina sea tan elevada que las subunidades agreguen y precipiten, lo cual no ha

permitido su cuantificacion y su estudio en profundidad. Se desconoce si la proteina sigue siendo



funcional, habria que reducir su concentracién para solubilizarla y estudiar su actividad. Cabe

destacar que, mientras que una subunidad de Bfr tiene un peso molecular de 19,2 kDa, la banda de

bacterioferritina obtenida en los geles de acrilamida corresponde a un peso molecular de

aproximadamente 31 kDa, indicando que la proteina oligomeriza in vitro.

7.
1.

CONCLUSIONES

La sobreexpresion de bfr en S. coelicolor disminuye la produccion de los antibidticos RED y
ACT en medios ricos, lo cual reitera la implicacion de esta proteina y del hierro en la sintesis
de estos compuestos.

El promotor de bfr de S. coelicolor responde ligeramente a las concentraciones de hierro, pero
presumiblemente no de forma directa bajo la regulacion de DmdR1 al carecer de las iron
boxes reconocidas por esta proteina. Esto podria indicar una regulacion indirecta de este gen
por otros reguladores.

El mutante de delecion Abfr muestra una mayor resistencia al estrés oxidativo mediado por
H>O2 en los primeros dias de la exposicion al estrés, pero presenta un peor crecimiento
posterior.

Bajo el control del promotor T7, en un sistema inducible con IPTG 0,2 mM vy a 25 °C, se
puede obtener gran cantidad de Bfr en E. coli BL21(DE3) en la fraccion soluble de los lisados
celulares, aunque esta proteina oligomeriza cuando estd en gran cantidad y se requieren

futuros estudios para analizar su actividad de unién a hierro.
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