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11 Género Streptomyces

El género Streptomyces fue propuesto por primera vez por Waksman y Henrici en 1943
(Ul-Hassan & Wellington, 2009). Se clasifica dentro del orden Actinomicetales y es el
género tipo de la familia Streptomycetaceae (Ludwig & Klenk, 2005). Las bacterias del
género Streptomyces son bacterias filamentosas Gram positivas con un alto contenido
de GC en su DNA. Producen un micelio ramificado a nivel del sustrato el cual, al
diferenciarse, forma filamentos aéreos que se componen de cadenas de esporas. Por
ello las colonias en medio sélido, al principio se observan como una superficie suave,
pero mas tarde por el desarrollo del micelio aéreo se ven granuladas, polvorientas o

aterciopeladas (Kampfer, 2006).

Estas bacterias son quimioorganotrofas y ubicuas y la mayoria de ellas pueden degradar
sustratos como la caseina, gelatina, hipoxantina, almidén y también celulosa. Ademas,
utilizan una amplia gama de compuestos organicos como Unica fuente de carbono para
la obtencién de energia (Efthimiou et al., 2008). Se encuentran en gran proporcion en el
suelo y por tener toda esta capacidad degradativa son grandes recicladoras de carbono.
Se caracterizan por la produccion de una amplia cantidad de metabolitos secundarios,
gue les permite adaptarse a las condiciones inhdspitas del suelo, su nicho natural. Estos
metabolitos secundarios tienen diversas propiedades, como son propiedades:
antibidticas, antifingicas, antihelminticas, antitumorales e inmunosupresoras. Los
cuales son muy importantes para este tipo de bacterias, porque les permite competir
frente a otros microorganismos por recursos o habitats. De hecho, estos
microorganismos son responsables de la produccién del 80% de los antibidticos
naturales utilizados en la medicina humana, practicas agricolas y veterinaria (Ul-Hassan
& Wellington, 2009). Asimismo, son muy importantes en la produccién de antitumorales,

antifingicos y agentes inmunosupresores.
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11.2 Streptomyces coelicolor

Streptomyces coelicolor es la bacteria modelo de este género gracias a su disposicidn
para andlisis genético y la produccién de dos antibioticos coloreados, actinorrodina (ACT)

y undecilprodigiosina (RED).

Se caracteriza por tener un cromosoma lineal de 8.667.507 pares de bases, con 7825
genes predichos que incluye mas de 20 clusters que codifican para metabolitos
secundarios conocidos o propuestos. Ademas, su genoma contiene una gran cantidad
de genes reguladores que participan en las respuestas a los estimulos externos y al estrés

(Bentley et al., 2002).

Su cromosoma lineal presenta el origen de replicacion en el centro (oriC) y en su regiéon
central se encuentran principalmente los genes asociados a funciones celulares
primarias y en sus dos brazos, el izquierdo de 1.5 Mb y el derecho de 2.3 Mb se
encuentran los genes de las funciones no esenciales como los de produccion de
metabolitos secundarios (figura 11) (Bentley etal.,, 2002). Estos brazos son muy
inestables en sus extremos y sufren a menudo grandes deleciones y duplicacién de DNA
y transferencia horizontal, lo que lleva a cambios fenotipicos (Volff & Altenbuchner,
1998), por ello tal versatilidad de los Streptomyces en la produccion de metabolitos

secundarios.

La secuenciacién completa del genoma de S. coelicolor se realizé en el 2002 (Bentley
etal.,, 2002), desde esa época han depositado cientos de genomas del género
Streptomyces en las bases de datos publicas como por ejemplo National Center for

biotechnology Information ( NCBI) (https://www.ncbi.nIlm.nih.gov/).
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Figura I11. Genoma de S. coelicolor. B regién central del cromosoma. = brazos del
cromosoma. De afuera hacia dentro: circulos 1 y 2 todos los genes, circulo 3 genes
“esenciales” (division celular, replicacién de DNA, transcripcién, traduccion y biosintesis
de aminodcidos), circulo 4 genes “contingentes”(metabolismo secundario, exoenzimas,
sistemas reguladores inusuales y proteinas de vesiculas de gas), circulo 5 elementos
moviles, circulo 6 contenido de G+C, circulo 7 sesgo de GC (Bentley et al., 2002).

11.3 Ciclo de vida

El ciclo de vida de S. coelicolor, y de todos los Streptomyces en general, es un ciclo
complejo, el cual comienza con la germinacién de una espora que da origen a uno o dos
tubos germinativos que luego se van a desarrollar en hifas que crecen por ramificacion
y extension de la punta (una caracteristica particular de bacterias del género
Streptomyces), estableciendo asi una red de hifas que forman el micelio vegetativo de
paredes entrecruzadas que separan las hifas en compartimientos conectados, en el que

cada compartimiento contiene multiples cromosomas (Barka et al., 2015).
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Posteriormente, el micelio vegetativo, en respuesta a el estrés por agotamiento de
nutrientes, sacrifica una porcion de micelio, sometiéndolo a una degradacidn autolitica
mediante muerte celular programada, lo que conduce a la liberacién de nutrientes en el
medio ambiente, este suceso desencadena la produccién de metabolitos secundarios,
para proveer proteccién frente a microorganismos competidores. Son entonces esos
nutrientes, los que son utilizados para la diferenciacion del micelio vegetativo en hifas
eréctiles que van a ser parte del micelio aéreo, el cual tendra un proceso de segregacion
cromosdmica y septacién, que después de tener una maduracion llegard a la formacién

de esporas unigendmicas (figura 12).

§ __— 3 —> @ Espora

Maduracidon de esporas

|

Segregacion de cromosomas y septacion Germinacion de espora

Micelio aéreo

é\_"é—‘—’%&\“&

Hifa aérea Micelio Vegetativo

Nutrientes Produccién antibidticos

O:- ?%*

Competidores

Figura 12. Esquema representativo del ciclo de vida de S. coelicolor (van der Meij et al.,
2017).
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Es importante aclarar que en el proceso de muerte celular programada se ha descrito
detalladamente los eventos que ocurren en la transicién del micelio sustrato al micelio
aéreo (Manteca et al., 2007; Manteca & Sanchez, 2009). Este acontecimiento sucede en
dos eventos, el primero ocurre en el micelio temprano en el que algunas zonas
especificas sufren muerte celular, (micelio primario Ml) y desde las zonas que quedan
viables, se desarrolla un segundo micelio (micelio secundario MIl) que seria el micelio
sustrato de donde empieza la fase reproductora del ciclo. Asi a partir del Mll, compuesto
por hifas multinucleadas, y después de un segundo evento de apoptosis, se origina el
micelio aéreo que a su vez dard inicio a la esporulacidon (Manteca et al., 2007; Manteca

& Sanchez, 2009).

Por consiguiente, el comienzo de la diferenciacion de las células de micelio vegetativo a
micelio aéreo en Streptomyces, coincide con la produccidon de metabolitos secundarios
algunos con propiedad antibidtica o antifingica entre otras. Lo que se convierte en un

plus en la busqueda de nuevos productos naturales de interés humano.

11.4 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son moléculas bioactivas relacionadas con la ecologia de
grupos de microorganismos especificos. No intervienen en las funciones del
metabolismo primario (O’Brien & Wright, 2011), ademas, estudios en Streptomyces
afirman que estos metabolitos secundarios se producen durante el desarrollo de hifas

aéreas y su regulacion o antes de este suceso (Bibb, 2005).

El generd Streptomyces es una amplia fuente de metabolitos secundarios con
propiedades bioactivas, sin embargo, muchos estudios sostienen que todavia podria
producir mas de 150.000 compuestos activos de los que se conocen actualmente debido
al elevado nimero de rutas biosintéticas que estan silenciadas en sus genomas (Nett
etal.,, 2009; Rutledge & Challis, 2015). También producen muchas enzimas como
proteasas, celulasas, lipasas, pectinasas y amilasas, que son de gran importancia en
industrias como la de alimentos, textil y biotecnolégica (Kluepfel et al., 1986; McCarthy

& Williams, 1992; Sidar et al., 2020; Tuncer et al., 2004).
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Por tal motivo los cientificos utilizan varias estrategias para explorar el potencial de estas
bacterias en la produccién de metabolitos secundarios, como son diferentes condiciones
de cultivo, andlisis bioinformaticos, expresion heteréloga, mineria del genoma y el

entender la regulacién y los reguladores implicados en la sintesis de estas moléculas.

Dentro de los metabolitos secundarios producidos por Streptomyces se encuentra una
extensa variedad de moléculas como; policétidos, pironas, péptidos, siderdforos, y-
butirolactonas, butendlidas, furanos, terpenoides, dacidos grasos, oligopirroles y
desoxiazlcares. Estos compuestos cumplen diferentes funciones bioactivas como
antibidticos, antifungicos, antiparasitarios, antivirales, herbicidas, anticancerigenos y
promotores de crecimiento. Ademas, tienen peculiaridades Unicas que los hace

especiales como, por ejemplo, estos tres grupos muy caracteristicos:
-Los policétidos

Son una familia de metabolitos secundarios que presentan diversas actividades
bioactivas, como agentes antibidticos, inmunosupresores, antiparasitarios y
antitumorales (O’Hagan, 1992) y son un grupo muy heterogéneo de compuestos que
comprenden polienos, macrélidos, polifenoles y poliéteres (Hertweck, 2009). Estos
compuestos son producidos por bacterias, hongos y plantas y estan constituidos por una
cadena de carbono estructuralmente particular que se ensambla a partir de simples
bloques de construccién de acilo (Nivina et al., 2019). Los policétidos son sintetizados
por un complejo multienzimatico policétido sintasa (PKS), las PKS tienen actividad de
cetosintasa (KS), la cual cataliza el aglomeramiento de unidades extensoras en un

sustrato iniciador de acilo o una cadena de policétido en crecimiento (Miyanaga, 2017).

Los PKS se dividen en tres grupos, las PKS de tipo |, Il y lll. Las PKS de tipo | son enzimas
multifuncionales que se organizan en médulos, en donde cada uno aloja un conjunto de
dominios cataliticos distintos, la mayoria de metabolitos sintetizados por este tipo son
macrdlidos, mientras que, las PKS de tipo Il consisten en un complejo de subunidades
con una proteina transportadora de acilo (ACP) y una (KS) que producen policétidos
aromaticos, por otra parte, las PKS de tipo Ill tienen una estructura mas sencilla, un

homodimero de KS (Miyanaga, 2017).
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Dentro de los policétidos sintetizados por bacterias del género Streptomyces se
encuentran antibiéticos como ACT un policétido aromatico; rifamicina una ansamicina 'y

eritromicina un macrélido (Hopwood, 2019).
-Los péptidos no ribosomales (NRP)

Los NRP también son metabolitos secundarios con una estructura muy diversa y con
diversas propiedades bioactivas. Como su nombre lo indica la sintesis de estos ocurre a
través de sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS) multimodulares vy
multifuncionales y por lo general provienen principalmente de bacterias y hongos. En el

cual el género Streptomyces contribuye con una gran cantidad de estos.

La biosintesis de los NRP sucede a partir de los 20 aminodcidos proteinicos que se
complementan con componentes bdsicos adicionales los cuales se han desarrollado a
partir de rutas biosintéticas concretas. Esta biosintesis ocurre en tres fases principales;
primero tiene lugar el ensamble de los bloques de construccion, segundo se da el
ensamble mediado por las NRPS y tercero sigue la modificacion y decoracién de los NRPS

(Sissmuth & Mainz, 2017).

Los NRP incluyen muchos farmacos comerciales, antibiéticos como la actinomicina y la
viomicina, inmunosupresores como la rapamicina y compuestos antitumorales como la
bleomicina. Por otra parte, cabe anotar que los NRP son adecuados para biosintesis

modificada de nuevos compuestos.

-Terpenoides

Son un grupo muy diverso de metabolitos secundarios los cuales también son conocidos
como isoprenoides o terpenos, se sintetizan a partir de 2 precursores isoprenoides de
cinco carbonos, el isopentenil disfosfato (IPP) y el dimetilalil difosfato (DMAPP). Estos
dos mondmeros el IPP y el DMAPP se condensan consecutivamente mediante reacciones
de acoplamiento de cabeza a cola catalizados por preniltrasferasas para formar diversos
compuestos lineales, que después pueden ser sometidos a modificaciones, como
ciclaciones, hidroxilaciones y glicosilaciones complejas, lo que hace que los terpenoides
tengan estructuras tan diversas y muestren diferentes actividades bioldgicas que los

hace buenos candidatos para la produccion de farmacos (Kuzuyama, 2017). Uno de los
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primeros terpenoides identificado en Streptomyces, muy conocido que le da su

caracteristico olor es la geosmina que es un sesquiterpenoide odorifero.

11.5 Metabolitos secundarios en S. coelicolor

En Streptomyces coelicolor mas de 20 clusters codifican para metabolitos secundarios
conocidos o propuestos, sin embargo, algunos de ellos son metabolitos insignia por las
aportaciones que han generado en el campo de la investigacién, como son: ACT, RED,

antibiético dependiente de calcio (CDA) y coelimicina (CPK).
-Actinorrodina (ACT)

La ACT quimicamente pertenece al grupo de las benzoisocromanoquinonas y es un
antibiético de tipo policétido (figura 13) coloreado que a pH acido presenta una
coloracién roja y a pH basico, es de color azul (Rudd & Hopwood, 1979). También se
caracteriza por presentar actividad bacteriostatica frente a bacterias Gram positivas
(Mak & Nodwell, 2017) y su grupo de genes biosintéticos se encuentra compuesto por

22 genes divididos en cinco unidades transcripcionales.

Debido a su coloracidn azul bajo condiciones basicas ha servido como modelo de estudio
de metabolitos secundarios, dado que permite su deteccién de forma visual, asi como
su analisis espectrofotométrico. Ademas, procesos como la clonacidn, delecion y
expresion heterdloga también tuvieron grandes avances gracias a su color (Hopwood,

1999).

Figura 13. Molécula de la ACT de S. coelicolor.
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-Undecilprodigiosina (RED)

La RED es una prodiginina de color rojo que pertenece a la familia de los tripirroles, se
caracteriza por tener actividad antimicrobiana, inmunosupresora y anticancerigena
(Williamson et al., 2006). Ademas, es un antibidtico hibrido peptidilo y policétido. Su
cluster biosintético lo conforman 22 genes y su funcidn en Streptomyces no esta clara
aun. Se han descrito varias funciones, como efectos protectores contra la radiacion UV'y
dafio oxidativo (Stankovic etal., 2012), e incluso se le ha atribuido tener un papel

importante en la muerte celular programada (figura 14) (Tenconi et al., 2018).

=T
=T

CHg

N/ \/

CHa

Figura 14. Molécula de RED de S. coelicolor.

-Antibiotico dependiente de Calcio (CDA)

El CDA es un lipopéptido dcido que estd compuesto por una cadena lateral de acido graso
2,3-epoxihexanoilo N-terminal y varios residuos de aminodcidos no proteinogénicos
(figura 15) (Hojati et al., 2002). El nombre que recibe es debido a que tiene actividad
antibiética frente a otras bacterias Gram positivas solo en presencia de iones de calcio

(Hopwood & Wright, 1983) y su grupo de genes biosintéticos del CDA estd compuesto

por 48 genes.
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Figura I5. Molécula CDA de S. coelicolor.

-Coelimicina (CPK)

La coelimicina se sintetiza a partir de un policétido sintasa tipo | y es una molécula
criptica en S. coelicolor M145, en este organismo presenta un mecanismo de regulacién
muy complejo que depende de la composicion del medio de cultivo y la densidad del
inoculo. Después de que se produce la sintesis del antibidtico coelimicina A, que es un
compuesto incoloro e inestable, reacciona con ciertos compuestos del medio de cultivo,
perdiendo su actividad antibidtica y da lugar a las coelimicinas P1 y P2 de color amarillo
(Gémez-Escribano et al., 2012). El grupo de genes biosintéticos de la CPK contiene 24
genes que pertenecen a 5 grupos funcionales: nicleo biosintético, suministro de
precursores, adaptacion posterior al policétido de exportacién y reguladores (figura 16)

(Gomez-Escribano et al., 2012).

Figura 16. Molécula del CPK P1 de S. coelicolor.
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12 Regulacion de la produccidon de metabolitos secundarios en Streptomyces

En un principio se pensé que la regulacion de la produccién de metabolitos secundarios
en Streptomyces se daba de una forma jerarquica, en la que genes globales o
pleiotrépicos en un nivel superior, activan la regulacidn de genes especificos de rutas en
un nivel inferior. Sin embargo, la regulacidon en Streptomyces esta gobernada por un
complejo programa, en donde reguladores de grupos de genes en rutas biosintéticas
especificas de algun metabolito secundario, también intervienen en la regulacién de
otros metabolitos secundarios, comportandose de esta forma como genes pleiotrépicos,
ademas, también regulan genes reguladores de nivel superior (J. Huang et al., 2005). Asi
pues, la regulacion de la produccidon de metabolitos secundarios en Streptomyces esta
constituida por una red compleja en la que intervienen distintos tipos de reguladores a

nivel transcripcional, traduccional y postraduccional.

En este apartado nos vamos a centrar en la regulacién transcripcional.

12.1 Factores transcripcionales (TF)

Elinicio de la transcripcion celular es un punto importante en la expresion génica de todo
organismo, por tal razén en este punto se ejerce una gran cantidad de factores
reguladores. Los TF son proteinas capaces de unirse al DNA de doble cadena para activar
o reprimir la transcripcién de genes especificos en respuesta a cambios ambientales o
celulares; el dominio hélice giro hélice (HTH) es el mas frecuente que se encuentra en
los TF bacterianos y de arqueas; sin embargo, existen otros dominios menos frecuentes

como dominios de unién a RNA y antiparalelos de hoja B (Pérez-Rueda et al., 2004).

Cuando los TF actian como represores lo pueden hacer de tres formas; 1) compitiendo
con un activador por el sitio de union, 2) uniéndose a la region promotora e impidiendo
el acceso de la RNA polimerasa, 3) uniéndose aguas abajo de un promotor y previniendo
el alargamiento transcripcional (Romero-Rodriguez et al., 2015). Por otro lado, los TF
activadores simples actuan estabilizando el complejo promotor de la polimerasa o

acelerando la transicidon al complejo abierto (Lee et al., 2012).
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Dentro de los TF se encuentran: TF globales o pleiotrépicos, que establecen un modo de
respuesta general frente a diferentes tipos de estrés, agotamiento de recursos y
utilizacion de una fuente de carbono alternativa; y TF locales o especificos, los cuales
suelen tener un ambiente de regulacién que comprende unos pocos genes u operones
y, de la misma forma, también actian como detectores de sefiales ambientales

(Seshasayee et al., 2011).

Los Streptomyces de las especies secuenciadas tienen un cromosoma que fluctta entre
6 a 12 Mb de tamaiio y codifican entre 7000 y 10000 genes. El 12% de su cromosoma
total son genes reguladores, de los cuales entre 471 y 1101 son TF (Romero-Rodriguez

et al.,, 2015).

A continuacién, se mencionan algunos TF de importancia en la regulacién de
Streptomyces, muchos de ellos provienen de estudios o andlisis de la regulacién en S.

coelicolor la bacteria modelo de este género.

12.2 Reguladores especificos

En el género Streptomyces los genes encargados de la sintesis de metabolitos
secundarios, se encuentran organizados en Clusters de Genes Biosintéticos (BGC);
grupos de genes en el cromosoma de Streptomyces que codifican las enzimas
encargadas de sintetizar algun metabolito secundario especifico, asi como los genes que

codifican los transportadores y reguladores asociados a estos.

Esta forma particular de encontrarse en el genoma, y la gran cantidad de genomas de
Streptomyces disponibles en las bases de datos, han servido para identificar mas BGC en
cada genoma por analogia a partir de programas bioinformaticos. Esto ha ampliado la
posibilidad de encontrar nuevos metabolitos secundarios pues se ha demostrado que la

mayoria de estos son especificos de especie (Nett et al., 2009; Rutledge & Challis, 2015).

En los BGC se encuentra los reguladores especificos de ruta o Reguladores Situados en
los Clusteres Biosintéticos (CSR, Cluster-Situated Regulators) (J. Huang et al., 2005; Liu
et al., 2013; van Wezel & McDowall, 2011). Como ya se habia mencionado, los CSR se

encuentran junto a los grupos de genes biosintéticos, de secrecidon y resistencia a
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antibidticos. La mayoria de estas proteinas reguladoras que controlan el metabolismo
secundario en Streptomyces pertenecen a la familia SARP (Streptomyces Antibiotic

Regulatory Protein).
-Familia SARP

La familia de proteinas SARP son una familia de proteinas reguladoras de la produccion
de antibidticos de Streptomyces. Estas proteinas sélo se encuentran en el filo
Actinobacteria y la mayoria estd dentro de la familia Streptomycetaceae. Estas proteinas
poseen un motivo hélice-giro-hélice modificado wHTH (winged HTH) en la regiéon N
terminal que comparte similitud con la familia de proteinas OmpR, las cuales regulan la
expresion de porinas de la membrana externa en bacterias entéricas. Ademas, algunas
de las proteinas SARP parecen reconocer repeticiones heptaméricas dentro de las

regiones promotoras de los genes que regulan (Wietzorrek & Bibb, 1997).

Estas proteinas regulan directamente la expresidon de genes y operones en los grupos
biosintéticos asociados y actuan al final de la cascada de transduccién de sefiales.
Ejemplo de estas son, la proteina Actll-ORF4 que es una proteina de unién al DNA que
regula de forma positiva la transcripcion de los genes biosintéticos de ACT (Arias et al.,
1999). La proteina Actll-ORF4 es la proteina tipo de la familia SARP y presenta el coddn
raro TTA, lo que hace que su traduccion, y por ende la sintesis de ACT, sea un proceso
dependiente del tRNA codificado por el gen bldA (Fernandez-Moreno et al., 1991). Por
otro lado, RedZ, es un regulador de respuesta (RR) huérfano atipico, que difiere de otros
RR al carecer de las estructuras necesarias para la fosforilacion, este regulador controla
la expresidn de redD, que a su vez induce la expresién de los genes biosintéticos del
cluster RED en S. coelicolor, igualmente también presenta el coddn raro TTA (Guthrie

et al., 1998).

12.3 Reguladores pleiotrépicos

Los reguladores pleiotropicos o globales son factores transcripcionales encargados de
regular dentro de la célula una enorme cantidad de procesos biolégicos como son;

diferenciacion morfoldgica, produccion de antibidticos y respuesta a varios tipos de
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estrés (Martin & Liras, 2010). Como se ha mencionado previamente, estos reguladores

controlan tantos procesos a la vez, que se les suele ubicar en un nivel superior.

A continuacidén, se mencionan ejemplos de algunos grupos de reguladores globales:

12.4 Sistemas de dos componentes (TCS)

En los sistemas de dos componentes el TF logra su objetivo vinculando un tipo especifico
de estimulo ambiental a una respuesta transcripcional. Los TCS se caracterizan por tener
una HK unida a la membrana y una proteina de unién al DNA conocida como RR, que
actuaria principalmente como un TF. Estos sistemas por lo general estan codificados por
genes vecinos. Ademas, se encuentran distribuidos en todo el cromosoma y algunas HK

o RR no tienen parejas y se denominan huérfanas.

Las HKs tienen, normalmente, un dominio extracelular que detecta diversos estimulos
ambientales, lo que desencadena la autofosforilacion de la histidina; y una vez activa,
transduce el grupo fosforilo a su RR, y este a su vez activa o reprime la transcripcién de

los genes diana (figura 17) (Podgornaia & Laub, 2013).

Adicional a estos se encuentran también los sistemas de un componente (OCS), que son
proteinas que tienen los dominios sensores y reguladores en una unica proteina (figura

17).

El nimero de TCS que se encuentran asociados a una bacteria esta correlacionado con
el nimero de estimulos que recibe de su ambiente, por ejemplo, bacterias que viven en
entorno estables presentan pocos TCS. En el caso del género Streptomyces, al vivir en

habitats muy cambiantes presenta alrededor de 90 HK y 80 RR (http://www.p2cs.org)

(Barakat et al., 2011).
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Figura 17. Sistemas de transduccion de sefiales de uno y dos componentes. A.OCS consta
de una proteina con un dominio sensor y un dominio regulador. B.TCS incluye un
sensor de histidina quinasa y un regulador de respuesta independiente.

En S. coelicolor se encuentran sistemas de dos componentes como el AbsA1/A2, el cual
estd conformado por la HK AbsA1 y el RR AbsA2. Este TCS se encuentra ubicado dentro
del cluster biosintético del CDA y actua como un regulador negativo en la producciéon de
los antibidticos ACT, RED y CDA. Esta regulacién la ejerce uniéndose directamente a los
promotores act/l-ORF4, redZ y cdaR respectivamente; sin embargo, no llega a afectar la

diferenciacion morfoldgica (McKenzie & Nodwell, 2007).

Otro ejemplo es el sistema PhoP/R, este sistema es uno de los mas estudiados en S.
coelicolor. Su HK PhoR en condiciones limitantes de fosfato se fosforila y activa PhoP, el
cual actua uniéndose a secuencias denominadas PHO boxes para poder activar vias de
aprovechamiento del fosfato, contener la utilizacion de fuentes de nitréogeno, intervenir
en la transicidn a fase secundaria y activar el metabolismo secundario ( Martin et al.,

2017). En la tabla 1 se muestran otros ejemplos de TCS descritos en S. coelicolor.
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Tabla I1. TCS descritos en S. coelicolor. Tabla modificada tomada de (Antoraz Martin,
2018).

Sistema

Proceso regulado

Referencia

AbrA1/A2

AbrB1/B2

AbrC1/C2/C3

AbsA1/A2
AfsQ1/Q2
Aorl RR

CseB/C
CutR/S
ChiS/R

DraR/K
EcrA1/A2
GluR/K
MtrA/B
OsaA/B
OhkA

OsdK/R
PhoP/R

RagK/R
RapA1/A2
VanR/S
SCO3818
SC04155/56
SCO5784/85

Produccién de antibidticos y diferenciacion morfoldgica

Produccidn de antibiéticos y diferenciacion morfoldgica

Desarrollo morfolégico y produccion de antibidticos

Produccién de antibidticos
Produccién de antibidticos y diferenciacion

huérfano implicado en produccién de antibioticos y
diferenciacién
Homeostasis de pared celular

Produccion de antibidticos

Produccion de una quitinasa

Produccién de antibidticos
Produccién de antibidticos
Produccion de antibidticos y captacion de glutamato
Esporulacién y produccién de antibidticos
Osmoadaptacién y produccion de antibidticos

HK huérfana implicada en produccion de antibidticos y
diferenciacion
Produccion de antibidticos

Transporte de fosfato y produccion de antibidticos

Esporulacidn independiente de SapB
Produccion de antibidticos
Resistencia a vancomicina
RR huérfano implicado en produccién de antibidticos
Secrecion en respuesta a estrés

Metabolismo primario y secundario

(Yepes et al., 2011)
(Sanchez de la Nieta
et al., 2020)

(H. Rodriguez et al.,
2015)
(Adamidis et al., 1990)

(Ishizuka et al., 1992)
(Antoraz et al., 2017)

(Paget et al., 1999)
(Chang et al., 1996)

(Homerova et al.,
2002)
(Yuetal., 2012)

(Y. Li et al., 2004)
(L. Li et al., 2017)
(Som et al., 2017)
(Bishop et al., 2004)
(Y. Lu et al., 2011)

(Wang et al., 2009)

(H. Rodriguez et al.,
2013)
(Paolo et al., 2006)

(Y. Lu et al., 2007)

(Hong et al., 2004)

(Wang et al., 2009)
(Gullén et al., 2012)
(Rozas et al., 2012)

12.5 Familia TetR

Las proteinas TetR de la familia represora de tetraciclina son TF denominados también

reguladores transcripcionales (TFR) que generalmente actian como represores. Esta

familia es de gran importancia porque estan asociadas a la biosintesis y resistencia a

antibiéticos (Ramos et al., 2005). Sin embargo, también estan implicadas en otros

procesos como captacion de nitrégeno, morfogénesis, ciclo del acido carboxilico y
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formacidon de biopeliculas. En S. coelicolor y en otros actinomicetos se encuentran

presentes mas de 100 genes de estos TFR (Yu et al., 2010).

Los TFR por lo general controlan las bombas de salida para exportacidn de antibidticos,
como también regulan la expresidn de genes biosintéticos. Un ejemplo es la proteina
ActR, la cual actua como represor al unirse al operdn actA (actA/actll-ORF2, actll-ORF3
y actVA-ORF1) el cual es el encargado de codificar varias supuestas proteinas
transmembranales encargadas de exportar la ACT. ActR puede activar la auto resistencia
a este antibidtico, pues la ACT y varios precursores de esta, pueden hacer que ActR se
disocie del operdn actA lo que conlleva a la desrepresion y exportacion de ACT por parte
de las proteinas codificadas por el operdn actA que ya no esta reprimido (Willems et al.,

2008).

Otro ejemplo que destacar es el caso de la proteina RrdA, que regula de forma negativa
la produccion de RED al controlar la cantidad de RNAm de redD y al parecer como efecto
colateral aumenta la produccion de ACT, al disminuir la competencia de los precursores

gue son comunes a ambas vias de estos dos antibidticos (Ou et al., 2009).

12.6 Elementos de Respuesta Xenobidtico (XRE)

Esta familia de reguladores se puede encontrar en eucariotas, bacterias y arqueas, estan
asociados con DNA adquirido horizontalmente y se sabe que la funcidon de algunos
consiste en controlar las copias de plasmidos en la célula y el desarrollo morfolégico. Sin
embargo, aunque se han encontrado en un porcentaje alto en los genomas del género
Streptomyces secuenciados, muy pocos han sido caracterizados (Romero-Rodriguez

et al.,, 2015).

los reguladores XRE pueden regular la expresién de genes implicados en la resistencia a
xenobidticos, bombas de flujo, metales para la homeostasis y respuesta a factores
estresantes y normalmente, son represores de la expresidon de distintos genes. Estos
represores tienen un sitio de unién al DNA en el extremo N terminal con un dominio

HTH.
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Una de las proteinas XRE mads estudiada en S. coelicolor es la proteina BldD, esta proteina
es codificada por un gen que pertenece a un grupo de genes denominados bld, que
recibieron ese nombre debido a que mutantes de estos no desarrollan las hifas aéreas,

lo que resulta en colonias con apariencia calva (Flardh & Buttner, 2009).

La proteina BIdD es una proteina autorreguladora y que reprime varios genes
reguladores, incluidos los factores sigma whiG, bldN y sigH al unirse a secuencias que se
superponen al promotor y/o al sitio de inicio de transcripcion (Elliot etal., 2001).
Ademas, tiene dianas asociadas al desarrollo como: bldA, bldC, bldH/adpA, bldM, bldN,
SSgA, ssgB, ftsZ, whiB, whiG, smeA-ssfA; y otros asociados al metabolismo secundario
como: nsdA, cvn9, bldA, bldC, leuA lo que destaca su papel como regulador global (Den

Hengst et al., 2010)

Otra proteina de esta familia también ampliamente estudiada es Whil, cuando el gen
gue codifica esta proteina es eliminado en la cepa de S. coelicolor no tiene un resultado
detectable sobre la diferenciacion morfoldgica, sin embargo, algunos alelos en los que
se elimina parte del gen whiJ, pero se retiene un fragmento de este en su extremo 5’
terminal donde se une el DNA, dan un fenotipo whi y esporas no pigmentadas. Todos
estos alelos mutantes producen fenotipos whi que permiten la sintesis de un Whil
truncado, con un dominio de unién al DNA intacto (Ainsa et al., 2010). Ademas, la
eliminaciéon del gen SCO4542 (codifica una proteina con un dominio de funcién
desconocida (DUF397)) que se encuentra inmediatamente aguas abajo, anula la
formacion del micelio aéreo y el fenotipo se suprime totalmente mediante la eliminacidn
whil. Se puede decir que Whil es un represor de la diferenciacién y su accién es

neutralizada por el producto del gen SCO4542 (Ainsa et al., 2010).

12.7 Dominio de funcién Desconocida (DUF)

Las proteinas de domino de funcién desconocida DUF, como su nombre indica son
proteinas que tiene un dominio del cual se desconoce su funcion. La proteina BldB
(SCO5723) que contiene un dominio DUF397 (Marchler-Bauer et al., 2011), es una de las

proteinas de este tipo mas estudiadas y ha sido denominada como un regulador
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transcripcional necesario para el desarrollo del micelio aéreo en S. coelicolor

(Champness, 1988).

Un estudio en el 2006 que buscaba genes que codificaran proteinas homologas al BldB,
encontré que las 14 proteinas DUF397 de S. coelicolor que forman parte de los sistemas
XRE/DUF397, son homologas y al parecer estas proteinas son exclusivas de los

actinomicetos filamentosos (Eccleston et al., 2006).

Por otra parte, Pope y sus colaboradores, sostienen que vale la pena probar la posibilidad
de que la BIdB es una proteina de union al DNA y sugieren varios aminodacidos que
podrian ser importantes para la interaccién proteina-DNA, como son residuos de acido
glutamico en las posiciones 62 y 69, una treonina en la posicién 63 y una arginina en la

posicién 66 (Pope et al., 1998).

Las proteinas DUF397 que componen los sistemas XRE/DUF397 estan poco
caracterizadas, en el apartado anterior se menciona una de ellas la SCO4542 que al
parecer ejerce una accién de neutralizacion sobre el represor Whil. Frente a todos estos
aspectos las proteinas DUF397 también se perfilan como nuevos mecanismos

reguladores en S. coelicolor.

I3 Sistemas XRE/DUF397

Los sistemas XRE/DUF397 estan compuestos por dos proteinas, la primera es una
proteina XRE de alrededor de 32 kDa y la segunda mas pequefia es una proteina DUF397
aproximadamente de unas 8 kDa. Como se mencioné anteriormente, las proteinas XRE
suelen ser factores de transcripcidn, capaces de unirse al DNA para reprimir o activar la
transcripcién de genes. Por otra parte, las proteinas DUF397 son proteinas de Dominio

de funcion Desconocida.

Hwang vy colaboradores (Hwang et al., 2021) describieron que estos pares de genes
XRE/DUF397 se encuentran abundantemente en el genoma de bacterias del género
Streptomyces aunque, actualmente, se desconoce la funcién de la mayoria ellos.
Estudios de nuestro laboratorio demostraron que el par Scr1-Scr2 de S. coelicolor actua

como un fuerte regulador positivo en la produccién de multiples antibidticos en
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diferentes especies de Streptomyces lo que demuestra que las proteinas codificadas por

estos genes pueden ser reguladores pleiotrépicos de la sintesis de metabolitos

secundarios (Santamaria et al., 2018).
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Antecedentes y objetivos







La apariciéon de nuevas enfermedades causadas por bacterias resistentes a los
tratamientos con antibiéticos constituye un problema de talla mundial que afecta la
salud humana, la sanidad de los animales, la ganaderia, la agricultura, el comercio y por
ende la economia mundial. Esta resistencia a los antibioticos se debe a diferentes
factores, pero el uso indiscriminado e inapropiado de estos medicamentos es uno de los
factores que mas contribuye a la aparicidn de este fendmeno que causa un gran impacto

clinico, epidemiolégico y microbioldgico.

En el plan nacional de Espafia frente a la resistencia a los antibidticos 2019-2021
desarrollado por el ministerio de sanidad, consumo y bienestar social y la agencia
espafiola de medicamentos y productos sanitarios (Plan Nacional frente a la Resistencia
a los Antibidticos (PRAN) 2019-2021, s. f.) reportaron: que en toda Europa 35.000
personas mueren cada afio a causa de las infecciones hospitalarias producidas por
bacterias resistentes; y de acuerdo con los datos del registro del Conjunto Minimo Basico
de Datos (CMBD), en Espafia alrededor de 4000 personas mueren al afio por la misma

causa.

Si no se toman medidas de caracter urgente se estima que en 35 afios las muertes en
Europa por infecciones multirresistentes ascenderan 390000 casos al afio y en Espafia a
40000 muertes anuales, ademas la resistencia desbancard a el cdncer como primera

causa de muerte.

Frente a esta premisa, existen varias estrategias para abordar esta problematica;
vigilancia, control, prevencion, investigacién, formacidon y comunicacién. En general a
nivel de investigacién se busca identificar y desarrollar nuevos antibidticos e incrementar

el conocimiento sobre el problema de la resistencia.

Una de las lineas de estudio en nuestro grupo de investigacién se basa en estudiar
distintos reguladores generales de la produccidon de antibidticos entre los que se

encuentran los TCSs y los sistemas XRE/DUF397.

Los sistemas XRE/DUF397 han sido propuestos por otros autores como sistemas
toxina/antitoxina (TA) tipo Il. Son sistemas que se encuentran abundantemente en el
cromosoma de muchas bacterias y arqueas de vida libre y estan implicados en multiples

actividades, como estrés por escases de nutrientes, programacion de muerte celular,
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proteccién frente a bacteridfagos y resistencia antibidticos. Los sistemas TA tipo |l
consisten en una proteina toxina estable y una antitoxina inestable que bloquea el efecto

de la toxina.

Un estudio bioinformatico del genoma de S. coelicolor permitié proponer que esta
bacteria poseia 22 sistemas TA del tipo Il. De ellos, 15 sistemas eran del tipo XRE/DUF397
(http://bioinfo-mml.sjtu.edu.cn/TADB2/) (Xie et al., 2018). En el laboratorio se demostrd

que uno de esos sistemas compuesto por las proteina codificadas por SC04441/42
(Scr1/Scr2) no se comporta como un sistema TA, si no que funciona como un fuerte
regulador positivo en la produccion de antibiéticos, tanto en S. coelicolor como en otras
especies de Streptomyces (Santamaria et al.,, 2018). Por tal razdn nos preguntamos
écuantos, de esos 14 sistemas XRE/DUF397, también podian ser reguladores en la

produccién de antibidticos? y se plantearon los siguientes objetivos
Objetivos

1. Caracterizar in silico los sistemas XRE/DUF397 de S. coelicolor.

2. Estudiar la funcion in vivo de los 14 grupos de genes de S. coelicolor que codifican para
proteinas del tipo XRE/DUF397.
2.1. Clonar y sobreexpresar este grupo de genes en S. coelicolor

2.2. Analizar el efecto de la delecidn de estos genes

3. Examinar las diferencias transcripcionales que la sobreexpresion de Scrl/Scr2
produce
3.1. Determinar los genes cuya expresion esta regulada por Scr1/Scr2.

3.2. Establecer la red de regulacién de Scr1/Scr2.
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Capitulo 1
Sistemas XRE/DUF397 de S. coelicolor

El genoma de S. coelicolor posee 15 sistemas XRE/DUF397 que han sido propuestos,
bioinformaticamente, como sistemas toxina/antitoxina de tipo Il (TADB2.0;

https://bioinfo-mml.sjtu.edu.cn/TADB2/ (Xie etal., 2018). Sin embargo, en nuestro

laboratorio se demostrd, de forma experimental, que uno de los sistemas XRE/DUF397
de S. coelicolor compuesto por las proteinas codificadas por los genes SCO4441 y
SC04442 (Scr1/Scr2) actia como un fuerte regulador positivo de la produccién de
antibiéticos en varias especies de Streptomyces y no actla como un sistema
toxina/antitoxina (Santamaria etal.,, 2018). Posteriormente, Zhu y colaboradores
demostraron que la proteina XRE codificada por el gen SCO1979, que forma parte de una
pareja XRE/DUF397, se comportaba como un regulador negativo de la produccién de
antibiéticos (Zhu et al., 2020). Estos resultados plantean la posibilidad de que el resto de
los sistemas XRE/DUF397 de S. coelicolor tengan un posible papel de regulacién de la
produccidén de antibidticos y no se comporten como sistemas toxina/antoxina en las

condiciones experimentales empleadas.

En este capitulo se revisan varias caracteristicas generales de estos 15 sistemas
XRE/DUF397 de S. coelicolor como son: la ubicacién de los genes que los codifican en el
genoma, genes vecinos que codifican proteinas de interés, caracteristicas generales,
genes homodlogos en otras especies de actinobacterias, filogenia, identificacién de

dominios y modelado estructural de las proteinas.

C1.1 Posicidn y orientacion de los genes que codifican los sistemas XRE/DUF397

Para empezar, se detallan las posiciones y orientaciones de los genes que codifican estos
sistemas en el genoma de S. coelicolor M145 (Figura C1.1y C1.2), estas representaciones
fueron realizadas utilizando como guia la base de datos “StrepDB”

(http://strepdb.streptomyces.org.uk/).
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Figura C1.1. Ubicacién de los genes que codifican los sistemas XRE/DUF397 y sus genes vecinos
en el genoma de S. coelicolor. A Supuesta proteina integral de membrana; ® Supuesta
subunidad pequefia de glutamato sintasa; W Proteina hipotética; Proteina hipotética
conservada; ™ Supuesta proteina similar a AbaA; ¢ Supuesta proteina de uniéon a DNA; ®
Supuesto regulador transcripcional de la familia TetR; & Probable serina/treonina proteina
quinasa; ® 3-metil-2-oxobutanoato hidroximetiltransferasa; # Supuesta proteina de eflujo
transmembrana; X Supuesta proteina de membrana; ® Supuesta acetiltransferasa; € Supuesta
Proteina secretada; b Supuesto regulador transcripcional de la familia MerR; p” Supuesta
lipoproteina; ¥ Supuesto regulador de respuesta del sistema de dos componentes; - Supuesta
Proteina pequefia de membrana; ®Supuesto proteina reguladora de la captacion de hierro; ®
Supuesta oxidorreductasa; #* Supuesta carboxilesterasa; @ Supuesta glutation peroxidasa; @
Supuesto regulador transcripcional “StrepDB” (http://strepdb.streptomyces.org.uk/).
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Figura C1.2. Ubicacion de los genes que codifican los sistemas XRE/DUF397 y sus genes vecinos
en el genoma de S. coelicolor. W Proteina hipotética; = Proteina hipotética conservada; «

Supuesta proteina de membrana; O Supuesta proteina reguladora;¢ Supuesta proteina de unién
a DNA; © Supuesta deshidrogenasa de cadena corta; ¢ Supuesta tautomerasa; 4 Supuesto
sistema de transporte de péptidos proteina de unién a ATP; X Supuesta peptidasa; | Supuesta
Proteina pequefia de membrana; A Supuesta proteina integral de membrana; % Supuesta
carboxilesterasa; v Supuesta carboxipeptidasa; M beta-manosidasa secretada;Q Supuesto factor
sigma; ® Supuesto regulador transcripcional; @ Supuesta proteina similar a AbaA; = Supuesto
antagonista del factor anti sigma “StrepDB” (http://strepdb.streptomyces.org.uk/).
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Los 15 sistemas estdn compuestos por un gen que codifica una proteina XRE (Elementos
de Respuesta a Xenobidticos) cuyo tamafio es de alrededor de 32 kDa y que posee un
dominio de unién a DNA y un segundo gen que codifica una proteina que le sigue mas
pequefia DUF397 (Dominio de Funciéon Desconocida) con un tamafio aproximado de 8

kDa.

C1.2 Genes vecinos que codifican proteinas de interés

En la tabla C1.1 se muestran las proteinas codificadas por los genes vecinos de cada uno
de estos sistemas y se indica la posible funcién, propuesta bioinformaticamente, en la
mayoria de los casos.

Tabla C1.1. Proteinas codificadas por los genes vecinos de los 15 sistemas XRE/DUF397

en el genoma de S. coelicolor (solo se tuvieron en cuenta las representadas en la figura
C1.1.y C1.2.) M gen XRE M gen DUF397.

SC02246/45
x| 5C02253/52
5€02381/82
SC02513/14
SC04176/77
= | 5C04301/00
5C04441/42
SC04543/42
SC04678/79
x| 5C05125/24
SC06129/28
SC06236/35
SC06629/30
SC07615/16

Proteina integral de membrana*

Subunidad pequefia de glutamato sintasa*
Proteina similara AbaA*

Regulador transcripcional de la familia TetR*
Serina/treonina proteina quinasa X
Proteina de eflujo transmembranal* X
Proteina de membrana*
3-metil 2- oxobutanoato hidroximetiltransferasa X
Acetiltransferasa*

> X x|8C01979/78

>
>

>
>

Regulador transcripcional de la familia merR*

Proteina secretada*

Lipoproteina*

Regulador de respuesta de los sistemas de dos componentes*
Proteina pequefia de membrana* X X
Proteina reguladora de captacidn de hierro* X

Carboxilesterasa* X X
Regulador transcripcional*
Oxidoreductasa* X
Glutation peroxidasa* X
Proteina de union al DNA*

Proteina reguladora*

Deshidrogenasa de cadena corta*

Tautomerasa*®

>x X X
>

x X X
>
>
>
>

xX X X X

Sitema de transporte de péptidos proteina de union ATP* X

Peptidasa* X
beta-manosidasa secretada* X

Factor sigma* X
Antagonista del factor anti sigma X

Proteinas codificadas por los genes vecinos de los sistemas XRE/DUF397

*proteinas hipotéticas
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Dado que el interés en su estudio se debe a su posible implicacién en la produccién de
antibidticos se resalta la informacion del potencial de las proteinas codificadas por los
genes vecinos en la produccién de metabolitos secundarios. Por ejemplo, cerca de los
genes que codifican el sistema SC02513/14 estan localizado los genes que codifican para
un supuesto sistema de dos componentes (SC02517/18) que regula positivamente la
produccién de undecilprodigiosina (RED) (Li et al., 2004; Hutchings et al., 2004; Sanchez
de la Nieta et al., 2020).

Por otra parte, el gen SCO2243, que se encuentra cerca de los genes del sistema
SC02246/45, codifica un supuesto regulador transcripcional de la familia TetR. Estos
reguladores tienen actividad represora en la biosintesis de antibidticos, bombas de eflujo
y estrés osmoético (Ramos et al., 2005). Ademds, mencionar que las proteinas codificadas
por los genes SCO1978 y SCO7616, ambas proteinas DUF397 de los sistemas estudiados,
son proteinas similares a AbaA, el cual es un locus regulador pleiotrépico para la

produccién de antibidticos en S. coelicolor (Fernandez-Moreno et al., 1992).

También se indican varios tipos de proteinas asociadas a la membrana, como proteinas
secretadas, proteinas integrales de membrana, proteinas de eflujo transmembranal,
lipoproteinas, proteinas pequefias de membranas y proteinas de captacion de hierro.
Importantes en la adsorcién de nutrientes, deteccién de cambios en el medio ambiente,
el flujo de los antibidticos y exportacion de toxinas; todas ellas relacionadas en el
transporte celular y por ende posibles dianas en los procesos de biosintesis de

antibidticos (Saier et al., 2016).

Una recopilacién de Severi y Thomas, 2019 (Severi & Thomas, 2019) sobre la exportacién
de antibidticos por parte de las bacterias, describe la diversidad y desconocimiento de
proteinas asociadas a grupos de genes biosintéticos encargadas de la exportacién de
metabolitos secundarios y la participaciéon de estos en la regulacién y el proceso de
maduracién de las moléculas a secretar. Ademas, S. coelicolor por ser una bacteria Gram
positiva tiene la capacidad de secretar sus metabolitos secundarios al exterior de forma

mas sencilla y casi inmediata dado que no posee una membrana externa hidrofdbica
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como las Gram negativas (Anné etal., 2017; Hamed et al.,, 2018), lo que supone

diversidad de proteinas adaptadas para realizar esta labor.

Debido a que, lo que se describe anteriormente es un poco especulativo, es necesario
investigar mds sobre cual es el papel que cumplen estas proteinas codificadas por los
genes vecinos de los sistemas XRE/DUF397. Es importante anotar que la produccion de
antibidticos es una adaptacion a ambientes hostiles por parte del género Streptomyces
y que muchas de estas proteinas de membrana pueden también estar cumpliendo un
papel de sefializacién; a la par se hace necesario estudiar mas a fondo, bioinformatica y

experimentalmente, los grupos de genes que estan actuando con estos sistemas.
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C1.3 Caracteristicas generales de los sistemas XRE/DUF397

En la tabla C1.2 se muestran las caracteristicas generales de los sistemas XRE/DUF397;
la posicidn exacta de sus genes en el genoma, peso molecular, nimero de aminoacidos,
numero de nucledtidos y el producto de cada gen. Esta informacion se obtuvo de la base

de datos “StrepDB” ( http://strepdb.streptomyces.org.uk/).

Tabla C1.2. Caracteristicas generales de los 15 XRE/DUF397 de S. coelicolor.
M gen XRE M gen DUF397.

Sistema Gen Tipo pb aa Peso Hebra Comienzo - Final Producto
molecular Da

1 SC01979 XRE 861 286 32245 -1 2117906a 2118766 Supuesta proteina de unién al ADN
5C€01978 DUF397 276 91 9834 -1 21176304a 2117905 Proteina similar a AbaA

2 5C02246 XRE 777 258 28866 -1 2415308 2 2416084 Proteina hipotética conservada SC1G2.08c
5C02245 DUF397 210 69 7391 -1 2415027 a 2415236 Proteina hipotética SC1G2.07¢

3 5C02253 XRE 855 284 31716 -1 2419629 a 2420483 Proteina hipotética conservada SC1G2.15c.
SC02252 DUF397 222 73 7720 -1 2419411 a 2419632 Proteina hipotética SC1G2.14c.

a 5€02381 XRE 836 278 31073 1 2550901 a 2551737 Proteina hipotética conservada SC4A7.09
5C02382 DUF397 197 65 6943 1 2551706 a 2551903 Proteina hipotética SC4A7.10

5 5C€02513 XRE 833 277 30410 1 27094852 2710318 Proteina hipotética conservada SCC121.16
5C02514 DUF397 290 96 10231 1 2710300a 2710590 Proteina hipotética SCC121.17

6 5C04176 XRE 843 280 31551 1 4588684 a 4589526 Proteina hipotética conservada
5C04177 DUF397 269 89 9451 1 4589532 a 4589801 Proteina hipotética conservada

7 5C04301 XRE 839 279 30575 -1 4716256 2 4717095 Supuesta proteina de union a ADN
SC04300 DUF397 269 89 9451 -1 4716003 a 4716272 proteina hipotética SCD95A.33c

8 5C04441 XRE 887 295 33593 1 4863620 a 4864507 Supuesta proteina de union a ADN
SC04442 DUF397 191 63 6484 1 4864681 a 4864872 Proteina hipotética SCD6.20

9 SC04543 XRE 851 283 31766 -1 4959584 a 4960435 Proteina hipotética
5C04542 DUF397 191 63 6727 -1 4959382 a 4959573 Proteina hipotética

10 5C04678 XRE 849 282 31047 1 5108924 a2 5109772 Proteina hipotética conservada
5C04679 DUF397 192 63 6996 1 5109769 a 5109960 Proteina hipotética conservada

1 5C05125 XRE 863 287 32166 -1 557226110 5573124 Proteina hipotética conservada
SC05124 DUF397 206 68 7054 -1 5572058 a 5572264 Proteina hipotética

12 5C06129 XRE 911 303 33975 -1 6730923 2 6731834 Supuesta proteina de union a ADN
SC06128 DUF397 233 77 8242 -1 6730693 to 6730926 Proteina hipotética SC9B2.15¢

13 5C06236 XRE 876 291 32651 -1 6859900 a 6860775 Supuesta proteina de unién al ADN
5C06235 DUF397 246 81 8895 -1 6859658 a 6859903 Proteina hipotética SC2H4.17¢

14 5C06629 XRE 833 277 30703 1 73575192 7358352 Proteina hipotética conservada SC4G2.03
5C06630 DUF397 203 67 7014 1 7358349 to 7358552 Proteina hipotética SC4G2.04

15 5C07615 XRE 873 290 32358 1 8442864 a 8443736 Supuesta proteina de unidn al ADN
5C07616 DUF397 270 89 9558 1 8443733 a 8444002 Supuesta proteina similar a AbaA

C1.4 Genes homologos en otras especies del filo Actinobacteria

Para el analisis de los genes homadlogos de los sistemas XRE/DUF397 en S. coelicolor se

utilizd la base de datos “Actinoblast” (http://streptomyces.org.uk/actinoblast/). Esta

base contiene un estudio de genes asociados al desarrollo en Streptomyces y la
importancia de genes especificos del desarrollo en el filo Actinobacteria de 100 genomas

actinobacterianos secuenciados (BLAST P) (Chandra & Chater, 2014). Estos dos autores
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basaron su investigacion en la gendmica comparativa de genes asociados a la

complejidad morfolégica, la septacién y formacién de esporas en el filo Actinobacteria.

Son pocos los autores que recopilan informacién de estos sistemas XRE/DUF397 que, al
parecer, proceden de genes relacionados con el desarrollo y la amplia cascada de
regulacion de la esporulacién como son los genes whi y bld (Chandra & Chater, 2014;

Den Hengst et al., 2010; Willemse et al., 2012).

Se eligio esta base de datos, “Actinoblast”, porque los genes que actuan en la regulacion
de la produccidn de antibidticos estan coordinados en muchos de los casos con los genes
del desarrollo de Streptomyces (Flardh & Buttner, 2009). Se realizé una tabla con los 15
genes XRE/DUF397 de S. coelicolor y sus genes ortdlogos en otras especies de

actinobacterias (tabla C1.3).

Hay que sefialar que de los 15 sistemas XRE/DUF397 el gen SCO4543 (XRE) fue
denominado previamente gen whi/ (Chandra & Chater, 2014; Chater, 1972). Las
proteinas codificadas por los genes whi en su mayoria son reguladores que participan en
el desarrollo de los streptomycetes, sus mutantes forman hifas aéreas de color blanco,
debido a que no consiguen esporular y adquirir el color gris de las esporas por eso su
nombre. Asimismo, algunos se caracterizan por tener una secuencia de unién al DNA y

estar asociados a una proteina mas pequefia (Ainsa et al., 2010).
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Tabla C1.3. Genes ortdlogos de los 15 XRE/DUF397 de S. coelicolor en otras especies del
filo Actinobacteria [l gen XRE M gen DUF397*

Genes XRE/DUF397 S. coelicolor

Familia Especie

5€01978
5€01979
5€02245
502246
5€02252
5C02253
5€02381
502382
5€02513
5€02514
5C04176
S5C04177
5€04300
5C04301
5€04441
5C04442
5C04542
5C04543
5C04678
5C04679
5€05124
SC05125
5C06128
5C06129
5C06235
SC06236
5C06629
S5C06630
5C07615
5C07616

S. lividans TK24

S. viridochromogenes
S. scabiei

S. sviceus

S. avermitilis

S. griseofiavus

S. venezuelae

S. griseus

S. hygroscopicus
S. pristinaespiralis
S. roseosporus

S. albus

S. clavuligerus

Streptomycineae

K. setae
Glycomycineae S. nassauensis
eae S. tropical
o{\“ S. arenicola
(\05? Micromonospora sp.
Micromonospora sp.
M. aurantiaca

022 S. viridis
@(6\“ S. erythraea
60“0 A. mediterranei
s A. mirum
“\eae's. roseum
‘a“%\ T. curvata
R° T. fusca
N. dassonvillei

Frankia sp.
Frankia sp. Ccl3
Frankineae Frankia alni
G. odscurus
N. multipartita
Corynebacterineae N. farcinica
K. rhizophila .
Micrococcineae A. arilaitensis .
S. keddieii .

*Lista de los nombres de las cepas utilizadas en la realizacion de la tabla C1.3. se colocan en orden de
aparicion: Streptomyces lividans TK24, S. viridochromogenes DSM 40736, S. scabiei 87.22, S.
sviceus ATCC 29083, S. avermitilis MA-4680, S. griseoflavus Tu4000, S. venezuelae ATCC 10712,
S. griseus subsp. Griseus NBRC 13350, S. hygroscopicus ATCC 53653, S. pristinaespiralis ATCC
25486, S. roseosporus NRRL 15998, S. albus G 11074, S. clavuligerus ATCC 27064, Kitasatospora
setas KM-6054; Stackebrandtia nassauensis DSM 44728; Salinispora tropica CNB-440, S.
arenicola CNS-205, Micromonospora sp. L5, M. sp. ATCC39149, M. aurantiaca ATCC 27029;
Saccharomonospora viridis DSM 43017; Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338; Amycolatopsis
mediterranei U32, Actinosynnema mirum DSM 43827; Streptosporangium roseum DSM 43021,
Thermomonospora curvata DSM 43183, Thermobifida fusca YX, Nocardiopsis dassonvillei
subesp. Dassonvillei DSM 43111; Frankia sp. EANlpec, F sp. Ccl3, F alni ACN14a,
Geodermatophilus obscurus DSM 43160, Nakamurella multipartita DSM 44233; Nocardia
farcinica IFM 10152; Kocuria rhizophila DC2201, Arthrobacter arilaitensis Re117, Sanguibacter
keddieii DSM 10542.
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En el estudio de Chandra y Chater, 2014 los 15 sistemas XRE/DUF397 son denominados
genes paralogos del gen whilJ SCO4543 que a su vez también es un sistema XRE/DUF397
(Chandra & Chater, 2014). Ainsa et al., 2010 comprobaron que la proteina Whi)
(5C04543) es un represor de la esporulacion que responde a una sefial transmitida a
través de al menos uno de los genes que lo rodea y al parecer la proteina SC04542
participa en esta represion (Ainsa et al., 2010). Estos dos genes estan conservados en S.
lividans TK24 vy S. avermitilis MA-4680 y estan ausentes en las familias

Micromonosporineae, Frankineae y Corynebacterineae (tabla C1.3).

Empleando la base de datos Actinoblast ((http://streptomyces.org.uk/actinoblast/) se

comprobd que 13 de los sistemas XRE/DUF397 presentes en S. coelicolor se encuentran
conservados en S. lividans la especie mas cercana a S. coelicolor con excepcion de los
sistemas SC02381/82 y SCO6629/30 que no tienen ortdlogos en esta especie (tabla
C1.3).

Los ortélogos del sistema SCO4441/42 estan presentes en todas las familias del filo
Actinobacteria expuestas menos en la familia Micrococcineae; y el sistema SCO1978/79
solo se encuentra en la familia Streptomycineae; cabe anotar que el gen SCO01979 ya fue
comprobado experimentalmente que actia como un regulador pleiotropico y que regula
su propia transcripcién, el desarrollo celular y la produccion de los antibidticos ACT, RED

y CDA en S. coelicolor (Zhu et al., 2020).

Como complemento de la tabla C1.3 se realizo la tabla C1.4 en la que se muestra como
han sido denominados los productos de las proteinas de los sistemas XRE/DUF397
presentes en S. coelicolor y sus ortdlogos en el filo Actinobacteria en la base de datos

“Actinoblast”  (http://streptomyces.org.uk/actinoblast/). Se observé que Ia

denominacién en general de la proteina XRE coincide en lo que se conoce sobre ella: una
proteina hipotética conservada, de unidn al DNA, que tiene un dominio HTH, regulador

transcripcional XRE y algunas son denominadas antitoxinas.
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Tabla C1.4. Producto de los 15 XRE/DUF397 de S. coelicolor en otras especies del filo

Actinobacteria [l gen XRE [l gen DUF397.
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T: Presenta el codon TTA
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IProtel’na de union al DNA Proteina que contiene el dominio DUF397

Proteina de union al promotor de Quitinasa Proteina similar a AbaA
Sistema toxina antitoxina de la familia XRE,

R Proteina reguladora
componente antitoxina o
Proteina similar a AbaA abaA2
Supuesta proteina de unién al DNA
o . Supuesta proteina AbaA
Regulador transcripcional putativo
. . Regulador
Proteina hipotética
. . yorG Proteina Hipotética
Proteina hipotética conservada
Proteina Predicha
Proteina que contiene domino hélice giro hélice
Regulador transcripcional

Regulador transcripcional de la familia XRE Proteina hélice - horquilla-hélice que contiene el

Proteina de dominio hélice giro hélice motivo de unidon DNA
Proteina hélice giro hélice Vsr supuesta endonucleasa de reparacion de parche
muy corto

Sistema toxina antitoxina componente toxina . .
) . L . Proteina del anillo M de cuerpo basal flagelar
Supuesto sistema toxina antitoxina componente toxina . . L
Proteina que contiene el dominio HTH_3

Dos de las denominaciones que se salen un poco de lo normal son: primero, una proteina
de unidn al promotor quitanasa en el ortélogo del gen SCO4441 en S. scabiei 87.22, sin
embargo, Fujii y sus colaboradores en el 2005 (Fuijii et al., 2005) encontraron un gen con
similitud al gen SC0O4441 que participa en la regulacién de la expresion de la quitinasa
en S. lividans y segundo, una proteina del cuerpo basal del gancho flagelar FliF ortélogo

del gen SCO4543 en Sanguibacter keddieii DSM.

Respecto a la proteina DUF397 su denominacién general es proteina hipotética, proteina
con dominio DUF397, regulador transcripcional, supuesta toxina y proteina similar a
AbaA. La denominaciéon mas extraia fue la supuesta Vsr endonucleasa de reparacién de
parche muy corto ortélogo del gen SCO4300 en Arthrobacter arilaitensis RE117 (Chandra
& Chater, 2014)(tabla C1.4).

Otra curiosidad que se observo en el sistema XRE/DUF397 SCO4300/01 de S. coelicolor
y en algunos de los ortdlogos en las otras familias del filo Actinobacteria fue la presencia
del coddén TTA (tabla C1.4). El coddn TTA es muy extrafio en la familia streptomycineae
debido a que su genoma contiene en promedio un 70 % GC, la traduccidn de este coddn
se da a través del gen bldA que a diferencia de todos los genes reguladores del desarrollo
no es un factor de transcripcion, sino que codifica el Unico tRNA que puede traducir este
codén. Aunque ningun gen esencial en la familia Streptomycineae contiene el codon TTA,
por lo que sus mutantes de b/dA son viables, pueden presentar fenotipos afectados en

su desarrollo (Chandra & Chater, 2008; W. Li et al., 2007). Hay autores que sostienen que
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dado que estos organismos son ricos en GC los genes que contienen el codén TTA son

de origen exdégeno (Chandra & Chater, 2008; W. Li et al., 2007).

C1.5 Analisis filogenético de los sistemas XRE/DUF397

Unido a los analisis anteriores, también se realizé un analisis filogenético de las proteinas
XRE y DUF397 por separado con los genes ortélogos de la tabla C1.3 que mostraron un
porcentaje de identidad = 70% con el programa MEGA11 método de Neighbor-Joining
bootstrap 1000 réplicas. El arbol filogenético de las proteinas XRE mostré 6 grupos
robustos con una frecuencia mayor o igual a 98 réplicas (figura C1.3), mientras que la
filogenia de las proteinas DUF397 solo mostrd dos grupos robustos de los 6 presentes el

grupo 6y 5 (figura C1.4).

Sin embargo, los arboles filogenéticos obtenidos de estas proteinas XRE y DUF397 de S.
coelicolor por separado estd mostrando la relacion intrinseca entre ellas como sistema,
debido a que se agrupan de forma similar en ambos arboles, por ejemplo, las proteinas
del sistema SCO4441/42 en cada uno de los arboles, se ubican en un grupo aparte junto
a proteinas de la familia Streptomycineae (figura C1.3 grupo 1 vy figura C1.4 grupo 5).
Algo parecido sucede con las proteinas de los sistemas SC02245/46 y el SCO2252/53. En
ambos arboles filogenéticos estdn muy relacionadas las proteinas XRE y las DUF397
(figura C1.3 grupo 4 y figura C1.4 grupo 1) y las proteinas del sistema SCO4543/42
forman un grupo a parte de los otros sistemas el grupo 6 para las XRE (figura C1.3) y el

grupo 4 para las DUF397 (figura C1.4).
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EFL28865.1 S. hygroscopicus
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CCAb59670.1 S. venezuelae
BAG17884.1 S. griseus
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82 99 EFE80606.1 S. albus
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100 76

100

96 BAC73338.1 S. avermitilis
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Figura C1.3. Arbol filogenético de los genes XRE de S. coelicolor y sus ortélogos en el filo
Actinobacteria > 70 % identidad. Programa MEGA1l método de Neighbor-Joining
Bootstrap 1000 copias M genes XRE.
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Figura C1.4. Arbol filogenético de los genes DUF397 de S. coelicolor y sus ortélogos en el
filo Actinobacteria = 70 % identidad. Programa MEGA11 método de Neighbor-Joining
Bootstrap 1000 copias [l genes DUF397.
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Lo anterior apunta a lo propuesto por Hwang et al., 2021 que sugirié que los pares de
genes XRE- DUF397 tienen funciones bioldgicas distintas a las de estos genes por

separado (Hwang et al., 2021).

Algo importante de resaltar es que en ambos arboles filogenéticos se forman dos grupos
muy robustos: el grupo 2 de las proteinas XRE con 100 réplicas y las proteinas SCO7615
y SCO1979 XRE (figura C1.3) y el grupo 6 de las proteinas DUF397 con 99 réplicas y las
proteinas SCO7616 y SCO1978 (figura C1.4), ambas proteinas de los dos grupos se
complementan en un sistema XRE/DUF, el SCO7616/15 y el SCO1979/78 y se agrupan
solo con especies de la familia Streptomycineae en una rama aparte; lo que confirma
gue estos dos sistemas estan bastante conservados en esta familia como se manifiesta
en la tabla C1.3. Ademas, quizas la proteina SCO7615, no solo comparte cercania
filogenética con la proteina SCO1979, sino que también compartan fuciones similares,
como regulacion en el desarrollo y en la produccién de antibioticos en S coelicolor que

ya ha sido comprobado en la proteina SCO1979 (Zhu et al., 2020).

Ademas, remarcar que en el arbol filogenético de las proteinas DUF397 solo dos grupos
son robustos, el mencionado arriba y el grupo en el que se encuentra la proteina

SC04442 sola (Grupo 5) junto a otros Streptomyces (figura C1.4).

Cabe anotar que dado que se eligieron secuencias con identidad = 70% en los arboles
filogenéticos se incluyeron pocos representantes de otras familias del filo Actinobacteria,
pero asi se consiguid tener arboles mas robustos y claros a la hora de ver las relaciones

de estos sistemas XRE/DUF397 de S. coelicolor.
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C1.6 Dominios de las proteinas XRE/DUF397

Los dominios de las proteinas XRE y DUF397 fueron identificados con el programa

Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) el cual proporciona un andlisis practico de

secuencias de proteinas catalogandolas en familias e identificando la presencia de
dominios importantes a partir de varias bases de datos. En la tabla C1.5 y C1.6 se detalla
esta informacion de forma escrita; indicando el codigo de acceso de cada base de datos

y el comienzo y el final de cada dominio y las figura C1.5 y C1.6 muestran graficamente
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la posicidn y longitud de los dominios en cada una de las proteinas y el color determina

la base de datos que la predijo.

Tabla C1.5. Identificacién de los dominios de los 15 genes XRE. Se menciona la base de
datos, cédigo de acceso y comienzo y final en la proteina. Jjj gen XRE.

Base de datos Interpro PROSITE Conserved Domains SMART Interpro Pfam
Cédigo IPRO01387 PS50943 cd00093 SMO00530 IPR043917 PF19054
Dominio  Cro/Cl1-type HTH HTH_CROC1 HTH_XRE HTH_XRE DUF5753 DUF5753
SC01979 aa 16-75 19-75 16-72 18-73 101-280 101-280
SC02246 aa 29-79 - 31-86 29-79 102-253 102-253
SC02253 aa 29-86 - 29-80 31-86 102-279 102-279
SC02381 aa 18-75 21-73 18-71 20-75 91-263 91-263
SC02513 aa 14-71 17-69 14-67 16-71 89-264  89-264
SC04176 aa 19-76 - 19-71 21-76 93-268  93-268
SC04301 aa 18-75 21-74 18-71 20-75 91-268 91-268
SC04441 aa 25-82 28-82 25-78 27-82 109-287 109-287
SC04543 aa 15-72 - 15-72 17-72 101-277 101-277
SCO4678 aa 27-84 - 27-78 29-84 100-277 100-277
SCO5125 aa 32-88 - 34-88 32-82  105-282 105-282
SC06129 aa 47-104 50-103 47-99 49-104  122-297 122-297
S5C06236 aa 35-92 38-91 35-86 37-92  108-286 108-286
SCO6629 aa 22-79 - 22-73 24-79 94-272 94-272
SCO7615 aa 23-81 2481 e 23-78  106-272 106-272
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Tabla C1.6. Identificacion de los dominios de los 15 genes DUF397. Se menciona la base
de datos, cédigo de acceso y comienzo y final en la proteina. Jjj gen DUF397.

Base de datos Interpro Pfam
Cédigo IPRO07278 PF04149
Dominio DUF397 DUF397
SC01978 aa 30-82 30-82
5C02245 aa 14-65 14-65
5C02252 aa 14-64 14-64
5C02382 aa 11-65 11-65

SCO2514aa  9-29 35-88 9-29 35-88
5C04177 aa 2-19 27-81 2-19 27-81

SC04300aa  8-26 ------ 8-26 26-79
5C04442 aa 10-62 10-62
SC04542 aa 6-59 6-59
SC04679 aa 8-58 8-58
SC05124 aa 11-64 11-64
SC06128aa  7-25 27-76 7-25 27-76
5C06235 aa 27-77 27-77
5C06630 aa 14-64 14-64
SC07616 aa 27-73 27-73

Para las proteinas XRE se identificaron dos dominios, el dominio HTH_XRE que también
es llamado Cro/C1-type_HTH y HTH_CROC1. El dominio HTH_XRE es descrito como un
dominio proteico de procariotas de tipo hélice-giro-hélice de unién al DNA con una
longitud aproximadamente de 50-60 aa, el cual pertenece a la familia de reguladores
transcripcionales de elementos de respuesta xenobidtica (Harrison, 1991; Luscombe

et al., 2000).

Los otros dos nombres que recibe: Cro/C1-type HTH y HTH_CROC1 se deben a los
represores transcripcionales Cro y Cl1 de los bacteriéfagos 434 y lambda
respectivamente. De este motivo se ha descrito que estd presente en procariotas y
eucariotas y que por lo general la unidn al DNA hélice-giro-hélice se encuentra en la
parte N-terminal y es posible que el extremo C-terminal contenga un dominio de

oligomerizacion (Aggarwal et al., 1998).
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Figura C1.5. Identificacidn de los dominios de los 15 genes XRE de S. coelicolor, posicién
en la proteina [l genes XRE Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/).
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Figura C1.6. Identificacién de los dominios de los 15 genes DUF397 de S. coelicolor
posicion en la proteina. Programa InterPro. | gen DUF397.

El otro dominio DUF5753 de las proteinas XRE es un Dominio de Funcién Desconocida
con una longitud aproximada de 150-160 aa es un supuesto dominio de unién a un
ligando que se encuentra en reguladores de transcripcion bacterianos que poseen un
dominio HTH (hélice-giro-hélice) N-terminal (obtenido de la base de datos pfam

PF13560).

Como su nombre indica, las proteinas DUF397 tienen un Unico dominio llamado dominio
DUF397 cuya funcién es desconocida aunque se ha sugerido que algunos miembros de

esta familia son reguladores transcripcionales (Fernandez-Moreno et al., 1992).

En este grupo de proteinas las predicciones de la localizacion de este dominio se
diferencian mds que en los genes XRE. Por ejemplo, en los genes SCO4177, SCO2514,
SC04300 y SCO6128 el dominio se extiende a dos zonas, una inicial pequena de
aproximadamente 18 aa y una siguiente mdas amplia con aproximadamente 51 aa (figura
C1.6; tabla C1.6). Los tres primeros genes coinciden también en ser parte del grupo 3 del

arbol filogenético (figura C1.4).
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C1.6.1 Alineamiento de los dominios

Adicionalmente se realizd un alineamiento de ambos tipos de proteinas con el programa
UniProt para ver los aminodcidos conservados en los dominios de ambas proteinas

(figura C1.7, C1.8 y C1.9).

En la figura C1.7 se observa que en el dominio HTH_XRE de las proteinas XRE, hay tres
aminoacidos conservados en las 15 proteinas (marcados con morado oscuro) la arginina
(R), glicina (G) y acido glutdmico (E), en las posiciones 59, 63 y 84 respectivamente. Se
sabe que en estado no protonado, las cadenas laterales funcionales de la arginina y el
acido glutamico tienen la capacidad de ceder un par de electrones libres a otro
aminoacido combindndose y enlazdndose covalentemente con ellos (Bischoff & Schliiter,
2012). También se observd una leucina (L) conservada en 14 de las proteinas en la

posicion 55 (figura C1.7).

Il -

i

a4
8

47 114
SC04543 RQARLGTEBRRLREAABLKAREAAGLISSTSAQMSQVEAGFAGASEARVRRLAAHYACADEALVDALVy?
5C04441 RRRRLGQELRRLEELK_MTAEEVAERLLVSOSK I SRLEINGRRS | SQRGVRDLCGVYEVEDQR I VDSLMsgy
5C01979 GQVVLGRRELDLRERABGLKREEAARILRVAPATVRRMEMAEVALKIPYLQLLLKAYGVGDE-EADAFV7y
507615 LRM | LGRREHDMRQSABASLADAARALRVTPLT IRRLEKAEVALKPLYVEKLLQTYGSGQQ-EIDEFVs2
SCO04176 PRARFAEELRLL INGRBVSLRGVAEVVGWDASQFGKMEHGHTLGGPEIVEALDQYYGTGGM- - - - - LL7s
5C02381 PLDYYBWELRRQREAHBLRQGQLGD | IFCTGSLVGQIBTTKKVPTRDFSERVDAALGTDGL - - - - - FS75
SC02513 AWEFFBGTELKRRREDAG | TQVDLGSRVFVSGGY IGQFEQAIRKPQLDVAQRIDEALQTDG!I - - - - - FE71
SC04301 PRALLGAELRHAREKSBLSQEELGARLFVSGSFIGQLESGTRRMQPEYARLLDDVLDTEDF - - - - - FR75
SC06236 SLKAFGEVVKAFRKRABLTQEEFAPQVRYSVPTVASIEQGRRFPPVDFVERAEAALDAFGA- - - - - LR92
5C06129 AMKMVGALBMALYRQAABHTQRSLGERFVIGEQQIASIEQGRRPLKPDLAEQLDELLGTKGA- - - - - L S104
SC06629 MLCVFBRQLKLFRERABLDRAGLGSLTGYSASTIASFEQARRIPQPKFIDQADEVLGAGGYV - - - - - LS79
SC05125 VIATVGRQERLRREAAGMRAPDFAVAIGYGEDLVYKVEEGGRRIPRPEYLDRADEVLTAGGL - - - - - V Asy
5(_‘04678VITTVGROLKLR“EAAMRAGDFGVAVGYGEDLVYKVVGGKRIPRQEYLDRADEVLGAGGL ----- | Sgs
SC02246 VLTTVGROLKLRgEAVLRAGDFGVAVGVGEDLVYK\/ EGGKRIPRREYLEKADQVLRADGL - - - - - | Ass
SC02253 VLTTVEGRQLKLRREAVEGLRAGDFGVAVGYGEDLVYKVEIGGKRIPRREYLEKADQVLDAGGL - - - - - | Ags

52 55 59 63 84

Figura C1.7. Alineamiento del dominio HTH_XRE de las 15 proteinas XRE de S. coelicolor.
Programa UniProt. [l gen XRE.

En el dominio DUF5753 de las proteinas XRE se observan dos aminoacidos conservados
en 14 proteinas, la glicina en la posicién 222 y la prolina (P) en la posicion 249. La prolina
es un aminoacido no polar, que en su forma L prolina, se le atribuye funciones de inhibir

la agregacién de proteinas durante su plegamiento (figura C1.8) (Bach & Takagi, 2013).
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Ademas, en el dominio DUF5753 también se observa la secuencia de aminoacidos V-R-
QL—L, valina, arginina, glutamina, leucina y leucina respectivamente, conservada en 10
proteinas empezando en la posicion 226 (figura C1.8) (las rayas en la secuencia de
aminodcidos son aminoacidos intermedios no conservados). La glutamina es un
aminodcido que tiende a la desamidacidn especialmente cuando esta cerca de
aminodcidos pequenos tanto in vivo como in vitro (Bischoff & Schliiter, 2012). También
se conserva en aproximadamente 12 proteinas una histidina (H) en la posicién 255, una
glicina (G) en la posicién 260 y una alanina (A) seguida de una leucina (L) en la posicidn

307 (todos los aminoacidos conservados estan marcados en morado) (figura C1.8).

La histidina en cadenas laterales funcionales, al igual que la arginina y el 4cido glutdmico
en estado no protonado, también puede ceder un par de electrones libres a otra especie

de aminoacido para combinarse y enlazarse covalentemente (Bischoff & Schliiter, 2012)

221 ” - . = = 318
S$C04543 VEDRGYWRAGERRELDESEREHVTVRY | PFDTDHYAGASAAMMHLGGPLPQLD - TVLRDSPNGTAFLDAQSQLERFRTLFRKVEQASEDPRRTRDF | H277
SC04441 VESRQUMREQLEHVAEMSQRPH | TVQVLPFDVGAHRPG INGQYS | LEFADTADSSVVY | EGVTSDLYLEKAPDVQKY TVMYEHLRAQALNVEQSRQR | E287
5C01979 VEGPEVMRAQ | DRELEATKLPNVTLQI APFSSGPHPGTYGPFVLFRFAMPELPDMVYSEYLTGAVYLDARAEVATHLEVMDRMAAQAATAHRTKE | LR280
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5C02381 |GGPENMRDQLAHLLGFAAAPWVQ I QVLBLAVGQHAAMMGTFNLLRFDT -
SC02513 VEGPQAMAAQLEHVARLMRERAAVVTVLSFGAGAHAAMNGSLKLMEFED -
SC04301 TEEGPGMMAEALRHEAHLMRENRV | VQVLPFEAGAHPAMQGCVKLMDFAD -
$C06236 MGETQUTREL | DHVLGLAELRNVEVQVMPLVRNAHAGMAGPMQLLETPE -
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SC06629 LEGEQVWRGQLEQLLSLGQKRSVELQMMPLDRQDNAGVDGAFTLLTPRQ-
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Figura C1.8. Alineamiento del dominio DUF5753 de los 15 genes XRE de S. coelicolor.

Programa UniProt. ll gen XRE.

El alineamiento de las proteinas DUF397 contiene la secuencia W—KSSYS, triptéfano,
lisina, serina, serina, tirosina y serina respectivamente, en las posiciones del 17 al 23 (las
rayas representan los aminodacidos no conservados) (marcadas en morado claro) (figura

C1.9), esta secuencia estd conservada sélo en ocho proteinas.
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Por otra parte, también se encontraron las secuencias CVE, cisteina, valina y acido
glutamico respectivamente, que comienza en la posicidon 57, conservada en 12 proteinas;
y la secuencia RDSK, arginina, aspartato, serina y lisina respectivamente, conservado en
13 proteinas la cual comienza en la posicién 72. Finalmente, se encuentran semi
conservados los aminoacidos glicina, triptéfano y fenilalanina en las posiciones 83, 96 y

99 respectivamente.

Eccleston y sus colaboradores en un estudio de aminodcidos criticos en la proteina BIdB,
la cual es homologa y comparte todas las secuencias conservadas mencionadas antes de
las proteinas DUF397 de esta investigacién, determinaron que los aminodacidos acido
glutdmico, arginina y serina en las posiciones 59, 72 y 74 respectivamente (figura C1.9),
ademas de estar conservados, tenian cadenas laterales hidréfilas o cadenas laterales
aromaticas en el caso de triptdfano en la posicidon 17 y 96 y la fenilalanina en la posicidon
99 (Eccleston et al., 2006). Si estas cadenas estan expuestas en la superficie de estas

proteinas, es posible que sean parte de diversas interacciones.

7 2 % © = ® 7 % % 9'5
S$CO07616] DVPV - - - =Y - - - o - - - - NGMPARDLGE §GWER - PWSG - PNGGQEVETKOLAD-GR IAVRQSTD- - PABPAL | YTREE | GAEVRG V|72
AERI

5€01978 R NGMPARDLGSEGWHK - PWSG - GNGGNEBLEAMKLAD -GRIAVRQSTD - - PDBPAL | YTSAEMTARE | EGAls1
SCO4542| = == wmmm e e m e e e e - VTVRARWRKSSYSEGGDGNTEGVE | AALH- - TRIAVRDSKA - -PSQGTVTVP IGSFAAL 1QSLss
SC06630| - - === --- MNAEAKRGPEPA-| - - - - YVWGKSSYSG-AEGGQBVEVAAAP - - ARVHVRDSKD - - TTRAALAVEPTAWAAEVEF Aks
SC05124] GLVWSKSSYSSGGET - - - - ---f----d---c-mo-on--- DSEGVEVALAP- -GTVHVRDSKNLPDTGPRLALAPEAWGCEVAGTks
5C06130] ALRWFKSSYSGSEGGNCIEVA-} - - - - YEWFKSSYSG-DEGGNEVEVAQEP - - TAVH | RDSKA - - PQGH - VTVGPDAWAAE LGARy7
5€06235| ELAWFKSSYSSGGDGDRVE IA-} - - - - YSWHKSSYSS - SGDGDEVEVAARP - -DT I HIRDSKA - - PHGDQLAVSPTAWTRELTY Tfrs
SC04679] EPVWFKSSYSSGTDG-------fF----d--vc-mmnnn NSEVELAVTP--ATIHIRDSKH- - TDEGPRLTLTPAAWSSELPYAko
$C02245] DLAWFKSSYSDTSEP-------f--vcdececcccnonnonn SDEVEVAATP - - AAVH I|RDSKR - - PDGPRLAVDSVTWTMEVAG Tls
5C02252| GPVWFKSSYSSSGDG- - -----f----f-----u---n--n NDEVEVAITP--ATIHIRDSKR- -PDGPRIAVESATWT TEVAWPks
SC04442| =<zt e-ece---- MA | L QGAQHSWTKSSYSG-GN-GABVEVRSPLV -AALAVRDSKY - - TGGPVLAFPADAWTAEVTSVf:1
5002514| DARWTKSSYSNGEGGDCFEVAQPFPGAARWRKSTYSN - GDGGNEGLEVTDGVP -GV I PVRDSKV - - ADGPV | VVGSAAWTEEVRT Vfss
5c04300| EYDWYKSSYSGGSGDNCLEV - -} - - - - ARWRKSTHSG - GSGGNELEVATGN- - TAVPVRDSKN - - PVGPTLRFRAEAWSVEVDG I78
5c02382| " -o---a-- MRSR[TALSNEWRKSSYSG- SNGGDEVWEVAENRPTGTVPVRDSKN - - PAGPVVTLGAHAWQAFEVDG Lk
$C04177 -VSWRRSSYSNSSGGNCVEVSDPLLRAADWRKSSYSN - PDGGNEVEEVAAGLP -SLVP IRDSKD - - PARGALLFAAPAWAAELDG Vo

17 20 23 57 72 83 9% 99

Figura C1.9. Alineamiento del dominio DUF397 de los 15 genes DUF397 en S. coelicolor.
En algunos sistemas la prediccién del dominio DUF397 esta compuesto por 2 partes
sefaladas por los dos cuadros azules, en otros solo esta compuesto por el segundo
cuadro mds grande (tabla C1.6.) programa UniProt. [lgen DUF397.
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C1.7 Modelado estructural de las proteinas

Finalmente se realiz6 un modelado estructural de las proteinas XRE con el programa

SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) (tablas C1.7, C1.8, C1.9 y C1.10). EI 80

% de las proteinas XRE (SCO4441, SCO2246, SCO2253, SCO2513, SCO4176, SCO4301,
SCO4543, SCO4678, SCO5125, SCO6129, SCO6629, SCO7615) concordaron con el
modelo 6jgl.1.A Regulador transcripcional de la familia XRE, estructura cristalina de
DdrO de Deinococcus geothermalis, el DdrO es un represor transcripcional que actua
frente al dafo del DNA (H. Lu et al., 2019); la proteina SCO1979 coincidié con el modelo
6rnx.1.A regulador transcripcional tipo HTH DdrOC, estructura cristalina del represor

esencial DArO Deinococcus deserti resistente a la radiacién (de Groot et al., 2019).

Por otra parte, la proteina SC02381 concordd con el modelo 6rmq.1.A regulador
transcripcional de tipo HTH DdrOC estructura cristalina de un mutante A70M [184M
sustituido con selenometionina del represor esencial DdrO Deinococcus deserti
resistente a la radiacidon, este regulador actia en la expresién génica frente al estrés
(de Groot et al., 2019). Por ultimo la proteina SCO6236 coincidié con el modelo 6rmq.1.A
regulador transcripcional de tipo HTH DdrOC, estructura cristalina de un mutante A70M
I84M sustituido con selenometionina del represor esencial DdrO de Deinococcus deserti

resistente a la radiacién (de Groot et al., 2019).

Aunque en general los modelos de las proteinas XRE obtuvieron porcentajes muy bajos
en la identidad de las secuencias, la proteina SCO4441 fue la que obtuvo la identidad de

secuencia mas alta de 24,09 %, se coloca de primera en la tabla C1.7.

Los modelos de las proteinas DUF397 no se muestran porque se obtuvieron
puntuaciones muy bajas en las mediciones de calidad con el programa SWISS-MODEL

(https://swissmodel.expasy.org/).
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Tabla C1.7. Modelado de 4 proteinas XRE con el programa SWISS-MODEL. M gen XRE.

Gen XRE Estado del oligo GMQE** QMEANDIisCo* Modelo

6jgl.1.A Reguladar
transcripcional,
familia XRE
Estructura cristalina
504441 Homo-dimero 0.22 0.44 de DdrO de
Deinococcus
geothermalis
Identidad secuencia:
24,09 %

6rnx.1.A Reguladar
transcripcional tipo
HTH DdrOC

Estructura cristalina
Homo-dimero del represor esencial ', &5
SC01979 0.22 0.36 DdrO L;h'{
Deinococcus deserti y
resistente a la @f

radiacién

Identidad secuencia:
20,16 %
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6jgl.1.A Reguladar
transcripcional,
familia XRE
Estructura cristalina
de DdrO de
Deinococcus
geothermalis
Identidad secuencia:
15,75%

5C02246 Homo-dimero 0.26 0.44

6jgl.1.A Reguladar
transcripcional,
familia XRE
Estructura cristalina
de DdrO de
Deinococcus
geothermalis
Identidad secuencia:
15,75%

5C02253 Homo-dimero 0.23 0.43

* Brindan una medicidn general de la calidad del modelo de 0 a 1 donde los niimeros mas altos
indican una mayor calidad esperada. GMQE: depende de la cobertura de la secuencia y
QMEANDisCo: es la puntuacién promedio por residuo.
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Tabla C1.8. Modelado de 4 proteinas XRE con el programa SWISS-MODEL. g gen XRE.

Gen XRE Estado del oligo GMQE* QMEANDisCo* Modelo

6rmq.1.A Regulador
transcripcional de tipo
HTH DdrOC
Estructura cristalina
de un mutante A70M

§ 184M sustituido con
% 5C02381 Homo-dimero 0.21 0.43 selenometionina del
g represor esencial
= DdrO Deinococcus
=t deserti resistente a la
2 radiacién
g: Identidad secuencia:
18,03 %

6jg1.1.A Regulador
transcripcional,
familia XRE
Estructura cristalina
$C02513 Homo-dimero 0.23 0.43 de. DdrO de
Deinococcus
geothermalis
Identidad secuencia:
18,11%

6jg1.1.A Regulador
transcripcional,
familia XRE
Estructura cristalina
de DdrO de
Deinococcus
geothermalis
Identidad secuencia:
22,76 %

SC04176 Homo-dimero 0.20 0.44

6jg1.1.A Regulador
transcripcional,
familia XRE
Estructura cristalina
de DdrO de
Deinococcus
geothermalis
Identidad secuencia:
14,96 %

SC04301 Homo-dimero 0.23 0.46

* Brindan una medicién general de la calidad del modelo de 0 a 1 donde los nimeros mas altos
indican una mayor calidad esperada. GMQE: depende de la cobertura de la secuencia y
QMEANDisCo: es la puntuacién promedio por residuo.
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Tabla C1.9. Modelado de 4 proteinas XRE con el programa SWISS-MODEL. g gen XRE.

Gen XRE Estado del oligo GMAQE* QMEANDisCo* Modelo

6jgl.1.A Regulador
transcripcional,

familia XRE

Estructura cristalina

SC04543 Homo-dimero 0.25 0.42 de DdrO de

Deinococcus
geothermalis

Identidad secuencia:

19,53 %

6jgl.1.A Regulador
transcripcional,

familia XRE

Estructura cristalina

SCO4ETS Homo-dimero 0.23 0.42 de' DdrO de

Deinococcus
geothermalis

Identidad secuencia:

14,96 %
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6jgl.1.A Regulador
transcripcional,
familia XRE
Estructura cristalina
de DdrO de
Deinococcus
geothermalis
Identidad secuencia:
21,09%

SCO5125 Homo-dimero 0.24 0.45

6jgl.1.A Regulador
transcripcional,
familia XRE
Estructura cristalina
de DdrQ de
Deinococcus
geothermalis
Identidad secuencia:
11,72 %

5C06129 Homo-dimero 0.19 0.44

* Brindan una medicién general de la calidad del modelo de 0 a 1 donde los nimeros mas altos
indican una mayor calidad esperada. GMQE: depende de la cobertura de la secuencia y
QMEANDisCo: es la puntuacién promedio por residuo.
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Tabla C1.10. Modelado de 3 proteinas XRE con el programa SWISS-MODEL. g gen XRE.

Gen XRE Estado del oligo GMOQE* QMEANDisCo* Modelo
6rmg.1.A Regulador
transcripcional de tipo éﬂoé
HTH DdrOC >
Estructura cristalina _ )|
de un mutante A70M e $”
. . “ i“
506236 Homo-dimero 0.22 0.45 184M sustituido con £
selenometionina del 2680
W
represor esencial I i o

DdrO de Deinococcus /
desertiresistente a la %“?
radiacion ldentidad '
secuencia: 18,11%
6jql.1.ARegulador
transcripcional,

familia XRE
Estructura cristalina

Homo-dimero de DdrO de
SCO6629 0.21 0,43 Deinococcus

geothermalis

o
o
1%]
c
I~
13
Q
o
%]

<
=
w
o
c
@,
o
=

Identidad secuencia:
14,06 %

6jq1.1.A Regulador
transcripcional,
familia XRE
Estructura cristalina
de DdrQ de
Deinococcus
geothermalis
Identidad secuencia:
15,63%

SCO7615 Homo-dimero 0,22 0,41

* Brindan una medicién general de la calidad del modelo de 0 a 1 donde los nimeros mas altos
indican una mayor calidad esperada. GMQE: depende de la cobertura de la secuencia y
QMEANDisCo: es la puntuacién promedio por residuo.
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Capitulo 2
Sobreexpresion de los sistemas XRE/DUF397

Como ya se ha mencionado anteriormente, las bacterias del género Streptomyces son
productoras de una amplia fuente de metabolitos secundarios de gran uso en medicina
como antibidticos, antifungicos o antitumorales (de Lima Procdpio et al., 2012; Mouncey
et al., 2019; Watve et al., 2001) La produccion de estos compuestos estd sujeta a una
compleja red de multiples reguladores que actian de forma jerarquica, unos en el nivel
mas alto, los reguladores pleiotrépicos y globales que modulan la transcripcidn sobre
otro grupo de genes, en un nivel mas bajo, que regulan directamente la transcripcion de

los genes de las distintas rutas biosintéticas (Liu et al., 2013).

Tres de los sistemas XRE/DUF397 presentes en el genoma de S. coelicolor ya han sido
identificados como reguladores globales de la produccién de antibidticos (Ainsa et al.,
2010; Santamaria et al., 2018; Zhu et al., 2020). Dado que el efecto sobre la produccién
de antibidticos del regulador descrito por nuestro grupo, Scrl/Scr2, se observaba
principalmente al sobreexpresar los genes que lo codifican (Santamaria et al., 2018), el
objetivo de este capitulo fue el estudio de la sobreexpresidn del resto de los 14 sistemas
XRE/DUF397 de S. coelicolor (incluidos los dos ya descritos por los otros grupos de
investigacion estudiados en otras condiciones (Ainsa et al., 2010; Zhu et al., 2020). Para
este estudio se emplearon distintos medios de cultivo para identificar condiciones que
llevaran a seleccionar los sistemas con mayor potencial en la regulacién de la produccién

de antibioticos.

C2.1 Sobreexpresion de los 14 sistemas XRE/DUF397 en estudio

Para la sobreexpresién de los 14 sistemas objeto de estudio, se disefiaron
oligonucledtidos especificos para amplificar cada uno de los genes por separado y en
conjunto de cada pareja del sistema (ver materiales y métodos en el apartado M5.8
oligonucledtidos utilizados). Posteriormente, por cada sistema se construyeron tres
plasmidos para su sobreexpresion en S. coelicolor dos que portan cada uno de los genes

por separado y uno con los dos genes. En el proceso de construccidn se hicieron tres
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pldsmidos intermediarios en E. coliy luego se construyeron los tres pldsmidos multicopia
finales para cada sistema; un total de 84 plasmidos (ver materiales y métodos en el

apartado de M2 Vectores utilizados (tabla M2 y M3)).

El efecto de la sobreexpresion en S. coelicolor M145 de estos genes se estudié en una
primera aproximacién, utilizando dos medios de cultivo sélidos, uno rico (R2YE) y uno
minimo (NMMP) xilosa 1%. De cada cepa portadora de una determinada construccion
se sembraron cinco clones mediante una siembra en parche sobre las correspondientes

placas y se compararon con dos clones del control (que portan el plasmido vacio).

Para facilitar la escritura y la comprensién del trabajo en ocasiones se utilizara el termino
gen DUF para los genes que codifican las correspondientes proteinas DUF397, el gen XRE
para los genes que codifican las proteinas XRE de cada uno de los sistemas y el doble
transformante XRE/DUF cuando se sobreexpresan conjuntamente ambos genes del

sistema.

Se analizaron los cambios cualitativos existentes en el patrén de diferenciacion
(apariciéon de micelio aéreo: coloracién blanca de la colonia) y en la produccién del
antibiético coloreado ACT (color azul) con respecto a la cepa control a lo largo del
tiempo. En las figuras C2.1 y C2.2 se muestran los fenotipos observados a los 7 dias. En
este estudio sdlo se consideraron significativos los cambios de la sobreexpresién si estos

se presentaban en 3 o mas de los cinco clones analizados.

En el medio R2YE se observé que casi todos los sistemas mostraron diferencias de mayor
o menor intensidad en los patrones de diferenciacion y/o produccién de ACT cuando al
menos uno de sus genes estaba sobreexpresado con respecto al control; solo los
sistemas SC02381/82, SC04543/42 y SC06629/30 no presentaron diferencias
significativas (figuras C2.1y C2.2).

Sin embargo, en el medio NMMP sucedié lo contrario, casi ninguno de los sistemas
mostro diferencias apreciables. Se observd tan solo que la sobreexpresién de SCO4679
(gen DUF) y del doble sistema SCO4678/79 mostraron una mayor produccidon de ACT
(figura C2.2).
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R2YE NMMP
XRE DUF397 XRE/DUF397 XRE DUF397 XRE/DUF397

$C01978 SC01979/78 $C01979  SCO1978 SCO1979/78
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SC02381 SC0O2382 SC02381/82
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SC04176 SCO4177 SCO4176/77 5C04176

cem

SCO4301 SCO4300 SC04301/00 SCO4300 SC04301/00

Figura C2.1. Sobreexpresion de los genes de 7 sistemas XRE/DUF397 de S. coelicolor en dos
medios de cultivo R2YE y NMMP. Control: porta el pldsmido vacio pNX702Gem3; Muestras:
portan los plasmidos que llevan los genes indicados en la parte superior de la placa; lzquierda:
indica el esquema de la disposicién de los genes en el genoma S. coelicolor. O Retraso en el
desarrollo. O Aumento en la produccién actinorrodina. O Disminucion en la produccién de

actinorrodina.
Control —>

Muestras @
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Figura C2.2. Sobreexpresidon de los genes de 7 sistemas XRE/DUF397 de S. coelicolor en dos
medios de cultivo R2YE y NMMP. Control: porta el plasmido vacio pNX702Gem3; Muestras:
portan los plasmidos que llevan los genes indicados en la parte superior de la placa; lzquierda:
indica el esquema de la disposicién de los genes en el genoma S. coelicolor. O Retraso en el
desarrollo. O Aumento en la produccién actinorrodina O Disminucién en la produccion de
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Debido a que el nimero de colonias obtenidas en todas las transformaciones con los
genes que codifican las proteinas DUF397 (supuesta toxina) fue similar a las
transformaciones con los genes que codifican las proteinas XRE (supuesta antitoxina) y
que las colonias seleccionadas para realizar los parches crecian perfectamente, se puede
concluir que ninguna de las proteinas DUF397 no se estan comportando como toxinas

en las condiciones ensayadas.

Hay que sefialar que con este estudio los fenotipos alterados en diferenciacion se
aprecian con mayor claridad que las diferencias observadas en la produccion de ACT. Por
otro lado, hay que destacar que no se ha observado que haya una clara correlacién del
comportamiento de la sobreexpresién de los genes de forma individual o conjunta en
los diferentes sistemas. Por ejemplo, en el sistema SC02245/46, la sobreexpresion de
SC02246 (XRE) sube la produccion de ACT y no afecta a la diferenciacidon, la
sobreexpresion de SCO2245 (DUF) tiene el efecto contrario, y cuando se sobreexpresan
ambos predominan el fenotipo del elemento XRE. En el caso del sistema SC06235/36
hay una mayor similitud entre el fenotipo de la sobreexpresién la proteina DUF y la doble
sobreexpresion. En otros casos el fenotipo es similar con los tres tipos de construcciones

como en el caso del SCO4176/77 respecto a la diferenciacion.

Aunqgue se puede concluir que cada uno de los sistemas tiene un modo de actuacion
diferente en relacién con la produccidén de ACT y con el desarrollo correcto de los
procesos de diferenciacién, en general, hay un predominio de fenotipos similares cuando
se sobreexpresa el elemento XRE y el sistema completo. Un modelo acorde con este
comportamiento predominante seria que la molécula efectora responsable del efecto
observado seria la proteina XRE y que para determinar si la proteina DUF es
indispensable en este fenotipo habria que realizar la sobreexpresion sobre una cepa
mutante en la que no estuviera presente el sistema. En cualquier caso, si DUF es
importante en estos casos, no seria en condiciones de equimolaridad. Una posibilidad
es que las interacciones entre ambas proteinas sean poco estables con lo que una

cantidad basal de DUF fuera suficiente para la actuacion de las proteinas XRE.

Teniendo esto en consideracion, y dado que el principal interés del trabajo era identificar
aquellos sistemas implicados en la regulacidon de la produccidn de antibiéticos, de los 14

sistemas estudiados se seleccionaron seis de los sistemas que mostraron una mayor o
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menor produccién de ACT con respecto al control, en los medios estudiados, con los que
se continud su estudio. Y también se seleccionaron aquellos con un fenotipo diferente

muy destacado en su diferenciacién.

Los sistemas seleccionados segun los fenotipos obtenidos en medio R2YE de las figuras

C2.1y C2.2 fueron:

- $C02246/45 en el que la sobreexpresion del gen DUF muestra un retraso en el
desarrollo y menor produccion de ACT y la sobreexpresiéon del gen XRE muestra el

fenotipo opuesto (figura C2.1).

- $C02253/52 en el cual, la sobreexpresién del gen XRE y la del doble XRE/DUF muestra
un retraso drastico en el desarrollo y la sobreexpresidn de los elementos por separado

muestra un ligero aumento de la produccién de ACT (figura C2.1).

- SC04176/77 en el que la sobreexpresion de los dos genes por separado y en conjunto

muestra un fenotipo calvo (figura C2.1).

- 8C04678/79 en donde la sobreexpresion del gen XRE y la de los dos genes en conjunto
muestran un fenotipo calvo y una mayor produccion de ACT. En este caso también se
observa claramente en el medio NMMP que la sobreexpresion de ambos genes y la del

gen DUF muestran mayor produccion de ACT (figura C2.2).

- $C06236/35 en el cual la sobreexpresién del gen XRE muestra menor produccién de
ACT y se ve afectada la diferenciacidn. En el caso de la sobreexpresion del doble tan solo

se aprecia una disminucion en la diferenciacién (figura C2.2).

- SC07615/16 que igual que en el sistema anterior la sobreexpresidon del gen XRE
muestra menor produccién de ACT. Ademas, la diferenciacién estaba poco afectada

(figura C2.2).
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C2.2 Fenotipo de las colonias que sobreexpresan los 6 sistemas XRE/DUF397
seleccionados

Ademas de este estudio comparativo de los parches transformantes portadores de las
distintas construcciones crecidas en parche, se analizaron los fenotipos de las colonias
individuales de cada uno de los transformantes seleccionados sobre medio R2YE tras 7

dias de cultivo.

Asi se observd que las colonias que sobreexpresaban las proteinas XREs
correspondientes a los genes SCO4176 y SCO6236 tenian una apariencia calva, asi como
que, existia un retraso en la diferenciacidn de las colonias que sobreexpresaban el par
SC04176/77. Ademas de ello, se comprobd que aquellas colonias que sobreexpresaban
SC04177 o SC0O2253/52, SC0O4176/77, SCO4678/79 y SCO6236/35 presentaban un

tamafio menor que las colonias controles (figura C2.3).

Control
PN702Gem3

SC02246/45 SC02253/52 SC04176/77 SC04678/79 SC06236/35 SCO7615/16

XRE

DUF397

XRE/DUF397

Figura C2.3. Fenotipo de colonias de la sobreexpresados de seis sistemas XRE/DUF397
de S. coelicolor en R2YE.

Los fenotipos calvos y colonias mds pequefias que muestra la figura C2.3, ratifican que
la sobreexpresién de estos genes esta regulando el desarrollo y muy posiblemente la
produccién de antibidticos en S. coelicolor. Pues ya se sabe que, en el ciclo de vida de S.

coelicolor, los procesos de diferenciacion del micelio sustrato a micelio aéreo, estan muy
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relacionados con la produccién de metabolitos secundarios y muchos de ellos tienen

capacidad antibidtica.

C2.3 Fenotipo de la sobreexpresion de los 6 sistemas XRE/DUF seleccionados

Para corroborar los fenotipos observados en las Figuras C2.1 y C2.2 en los dos medios
utilizados, R2YE y NMMP, los clones transformantes de todas las construcciones de los
seis sistemas seleccionados (SC02246/45, SC02253/52, SCO4176/77, SCO4678/79,
SC06236/35, SCO7615/16) se sembraron de nuevo y en el ensayo se afiadieron dos
medios adicionales: LB (medio rico) y PGA un medio adecuado para observar la
producciéon del otro antibidtico coloreado, RED, producido por S. coelicolor. Se
sembraron en cada placa 2 parches por cada construccidon y 2 parches de la cepa
transformada con el pldasmido vacio por duplicado en los 4 medios (ver materiales y
métodos apartado M7 sobreexpresion de los 6 sistemas XRE/DUF seleccionados). El

crecimiento a 30 2C se siguio y fotografié diariamente durante siete dias.

En las figuras C2.4 al C2.9 puede observarse que algunos de los fenotipos observados en
el primer ensayo no se siguen manteniéndo en el medio R2YE, especialmente en lo

referente a la produccién de ACT como se indica en cada caso.
Se hicieron las siguientes observaciones:

- En el sistema SC02246/45 (figura C2.4) la sobreexpresion individual del gen DUF
produce o mantiene la disminucidn drastica en la produccidn de ACT vy el retraso en el
desarrollo observados con anterioridad en medio R2YE. Esta bajada en la produccidon de
ACT también se ve en medio LB cuando se expresa el gen DUF. La sobreexpresion del gen
XRE disminuye claramente la produccion de ACT en el medio LB. Por otro lado, hay un
aumento de la produccién de RED con la sobreexpresién del gen XRE (SC02246) como
puede apreciarse en el medio PGA. No hay diferencias significativas en la sobreexpresién
de ambos genes en los medios ensayados. No hay diferencias significativas en medio

NMMP (figura C2.4).
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5C02246/45
R2YE LB NMMP PGA

Dia control 2246
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Figura C2.4. Sobreexpresion del sistema SC02246/45 en S. coelicolor en cuatro medios de cultivo
R2YE, LB, NMMP y PGA. Control: porta el pldsmido vacio pNX702Gem3; Otros: portan los
pldsmidos que sobreexpresan los genes indicados en la parte superior; lzquierda: indica el
esquema de la disposicidn de los genes en el genoma S. coelicolor. O Retraso en el desarrollo. O
Aumento en la produccién de actinorrodina o undecilprodigiosina. O Disminucién en la
produccidn de actinorrodina o undecilprodigiosina.

- En el sistema SC02253/52 (figura C2.5) la sobreexpresidon del gen XRE mantiene una
menor produccién de micelio aéreo en los cuatro medios de cultivo, presentando un
fenotipo calvo en LB. En los medios R2YE y LB la sobreexpresién de los dos genes por
separado y en conjunto disminuyen la producciéon de ACT al contrario de lo observado
en el ensayo anterior. Por otro lado, la sobreexpresion del gen DUF (SC0O2252) aumenta
la produccién de RED en medio PGA. No hay diferencias significativas en la produccién

de ACT en medio NMMP (figura C2.5).

5C02253/52
R2YE LB NMMP PGA

Dia Control 2253 2252 53/52 Control2253 2252 53/52 Control 2253 2252 53/52 Control2253 2252 53/52
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Figura C2.5. Sobreexpresion del sistema SC02253/52 en S. coelicolor en cuatro medios de cultivo
R2YE, LB, NMMP y PGA. Control: porta el plasmido vacio pNX702Gem3; Otros: portan los
pldasmidos que sobreexpresan los genes indicados en la parte superior; lzquierda: indica el
esquema de la disposicidn de los genes en el genoma S. coelicolor. O Retraso en el desarrollo. O
Aumento en la produccién de actinorrodina o undecilprodigiosina. O Disminucién en la
produccidon de actinorrodina o undecilprodigiosina.
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- En el sistema SC04176/77 (figura C2.6) la sobreexpresion del gen XRE mantiene en un
déficit en la diferenciacion en los dos medios ricos de cultivo estudiados y la produccién
de ACT estd disminuida en los medios R2YE y LB; la sobreexpresion del gen DUF aumenta
la produccién de RED en medio PGA vy la sobreexpresion de los dos genes en conjunto
disminuye la produccion de ACT y afecta la diferenciacidn, principalmente en R2YE. No
hay diferencias significativas en medio NMMP (figura C2.6).

SC04176/77
R2YE LB NMMP PGA

Dia control 4176 4177 76/77 Control 4176 4177 76/77 Control 4176 4177 76/77 Control 4176 4177 76/77
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Figura C2.6. Sobreexpresion del sistema SCO4176/77 en S. coelicolor en cuatro medios de cultivo
R2YE, LB, NMMP y PGA. Control: porta el plasmido vacio pNX702Gem3; Otros: portan los
pldsmidos que sobreexpresan los genes indicados en la parte superior; lzquierda: indica el
esquema de la disposicidn de los genes en el genoma S. coelicolor. O Retraso en el desarrollo. O
Aumento en la produccién de actinorrodina o undecilprodigiosina. O Disminucién en la
produccidn de actinorrodina o undecilprodigiosina.

- En el sistema SC04678/79 (figura C2.7) la sobreexpresidon del gen XRE genera colonias
afectadas en diferenciacion en el medio R2YE y una disminucién en la produccién de ACT
(al contrario de lo observado en el ensayo anterior), es mds drastica en medio LB. Por
otro lado, la sobreexpresion el gen DUF, baja la produccién de ACT en medio LB y muestra
mayor produccién de ACT en medio NMMP y esta sobreexpresion de ACT en NMMP es
mucho mas clara si se sobreexpresan ambos genes; ademas esta expresién conjunta

incrementa también la expresién de RED en medio PGA (figura C2.7).
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SC04678/79
R2YE LB NMMP PGA

Dia Control 4678 4679 78/79 Control 4678 4679 78/79 Control 4678 4679 78/79 Control 4678 4679 78/79

®88ee

R2YE, LB, NMMP y PGA. Control: porta el pldsmido vacio pNX702Gem3; Otros: portan los
pldsmidos que sobreexpresan los genes indicados en la parte superior; lzquierda: indica el
esquema de la disposicidn de los genes en el genoma S. coelicolor. O Retraso en el desarrollo. O
Aumento en la produccién de actinorrodina o undecilprodigiosina. O Disminucién en la
produccidn de actinorrodina o undecilprodigiosina.

- En la sobreexpresién del sistema SC06236/35 (figura C2.8) se observa que la
sobreexpresién del gen XRE genera colonias con una menor diferenciacion en el medio
R2YE y LB con una bajada muy drastica de la produccion de ACT en ambos medios. Se
corrobora el fenotipo observado en el ensayo anterior. La sobreexpresion del gen DUF
muestra mayor produccion de la expresion de RED en medio PGA; y la sobreexpresién
de ambos genes en conjunto se comportan como la sobreexpresion de gen XRE con una
bajada muy drastica de la produccion de ACT en R2YE y en LB. Una menor produccion

con la sobreexpresion de los genes individuales se observa en NMMP (figura C2.8).

SC06236/35
R2YE LB NMMP PGA

Dia Control 6236 6235 36/35 Control 6236 6235 36/35 Control 6236 6235 36/35 Control 6236 6235 36/35
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Figura C2.8. Sobreexpresion del sistema SCO6236/35 en S. coelicolor en cuatro medios de cultivo
R2YE, LB, NMMP y PGA. Control: porta el pldasmido vacio pNX702Gem3; Otros: portan los
pldasmidos que sobreexpresan los genes indicados en la parte superior; lzquierda: indica el
esquema de la disposicion de los genes en el genoma S. coelicolor. O Retraso en el desarrollo. O
Aumento en la produccion de actinorrodina o undecilprodigiosina. O Disminucién en la
produccion de actinorrodina o undecilprodigiosina.
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- El dltimo sistema estudiado fue SCO7615/16 (figura C2.9). La sobreexpresion de los
genes por separado y en conjunto provocan una disminucion de la produccion de ACT
en el medio R2YE, especialmente la sobreexpresion del gen XRE y tiene la misma
tendencia en medio LB sin llegar a ser claro. La menor produccidn con la sobreexpresion
de los genes individuales se observa también en NMMP. No se aprecian diferencias

significativas en PGA (figura C2.9).

SC07615/16
R2YE LB NMMP PGA
Dia Control 7615 7616 15/16 Control 7615 7616 15/16 Control 7615 7616 15/16 Control 7615 7616 15/16
2 ks & +:

3 o 3
4
— = he
kz’y

&8 e =
299 ¢«
e e

® 9

D ee e e

Figura C2.9. Sobreexpresion del sistema SCO7615/16 en S. coelicolor en cuatro medios de cultivo
R2YE, LB, NMMP y PGA. Control: porta el plasmido vacio pNX702Gem3; Otros: portan los
pldasmidos que sobreexpresan los genes indicados en la parte superior; lzquierda: indica el
esquema de la disposicion de los genes en el genoma S. coelicolor. O Retraso en el desarrollo. O
Aumento en la produccién de actinorrodina o undecilprodigiosina. O Disminucién en la
produccidon de actinorrodina o undecilprodigiosina.

Asi pues, realizados todos estos estudios fenotipicos comparativos se puede deducir que
la sobreexpresion de estos sistemas XRE/DUF397 afecta el desarrollo y la produccion de
ACT y RED en S. coelicolor M145 postuldandolos como potenciales reguladores

pleiotrépicos en esta especie.
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C2.4 Efecto sobre la actividad bioldgica de la sobreexpresion de los seis sistemas

Para completar el estudio fenotipico y con el fin de analizar la produccién de metabolitos
secundarios bioactivos inducidos por la sobreexpresiéon de los sistemas estudiados se
realizaron antibiogramas de los distintos transformantes individuales y conjuntos de los
seis sistemas (5C02246/45, SC02253/52, SCO4176/77, SCO4678/79, SC06236/35,
SCO7615/16). Se analiz6 la sobreexpresion de cada una de las construcciones en
distintos medios frente a Bacillus subtilis neoR como microorganismo testigo. Se empled
esta cepa resistente a neomicina ya que los medios de cultivo en los que se analizan los
clones llevan neomicina para seleccionar y mantener los plasmidos multicopia de

sobreexpresion.

Este ensayo se realizd con las mismas colonias de los transformantes del ensayo anterior,
las cuales fueron sembradas en forma de parches en los medios R2YE, LB, NMMP y PGA,
a los 7 dias de crecimiento se hicieron tacos de estos parches de 0.7 cm, de didmetro los
cuales fueron colocados en placas cuadradas de LB con cobertera del microorganismo
testigo Bacillus subtilis neoR (ver en materiales y métodos el apartado M8

antibiograma).

A partir del tamafio de los halos de inhibicidn se obtuvo una cuantificacién indirecta de
los antibidticos que se estan produciendo por la sobreexpresion de estos genes en cada

uno de estos medios de cultivo (figura C2.10).

En el sistema SC02246/45 no se apreciaron diferencias en este ensayo cuando se
crecieron los correspondientes transformantes en R2YE y en PGA (figura C2.10A y
C2.10D), tan solo se observa una bajada con la sobreexpresion de SC02245 (gen DUF)
en LBy con el gen XRE en medio NMMP (figura C2.10B y C210C).

El sistema SC02253/52 ejerce una regulacién negativa sobre la produccion de
antibidticos en tres de los medios de cultivo empleados (R2YE, LB y PGA) tanto con la
sobreexpresion individual como conjunta (figura C2.10A, C2.10B y C2.10D); mientras que
en el medio NMMP la sobreexpresion de los genes XRE (SC02253) y DUF (S§C02252) por
separado inducen una mayor actividad biolégica (figura C2.10C) y esta no debe proceder

de los antibidticos coloreados, ACT 6 RED, ya que estos no se detectan en este medio
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(figura C2.1y C2.5). Curiosamente, en este medio, NMMP, la sobreexpresion de ambos
genes en conjunto provoca la no produccién de antibiéticos (figure C2.10C). El cambio
en la produccién de metabolitos secundarios al sobreexpresar este sistema en medio
rico o en un medio minimo puede deberse a una regulacién asociada a la fuente de

carbono.

En el sistema SCO4176/77 se observa una bajada en la actividad biolédgica al

sobreexpresar el gen DUF en los medios R2YE y PGA (figura C2.10A y C2.10D.

El sistema SCO4678/79 muestra una mayor actividad bioldgica de los clones que
sobreexpresan de genes DUF y XRE/DUF y esto se corresponde con una mayor
produccién de ACT en medio NMMP (figura C2.10C). También se observa un incremento
en la actividad en medio PGA con la sobreexpresién del sistema completo (figura

C2.10D).

El sistema SCO6235/36 muestra una bajada en la actividad bioldgica frente a B. subtilis
en medio R2YE con todas las construcciones (figura C2.10A) y en medio LB cuando se
sobreexpresa el gen XRE o todo el sistema (C2.10B). También baja con la sobreexpresiéon
del gen XRE y del doble en medio NMMP (figura C2.10C) y en PGA con el gen XRE (figura
C2.10D). Hay a su vez una subida en la actividad bioldgica con la sobreexpresién del gen

DUF en NMMP (figura C2.10C).

Finalmente, el sistema SCO7615/16 mantiene, en general en todos los medios de cultivo,
una ligera bajada en la produccion de antibidticos por la sobreexpresidn de los genes por
separado y del sistema completo (figura C2.10). Esta reduccién en la produccion de
antibiéticos es mas marcada en el medio NMMP en el que no se detecta actividad
bioldgica cuando se sobreexpresan los genes por separado y muy baja cuando se hace

en conjunto (figura C2.10C).
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Figura C2.10. Antibiograma de 6 sistemas XRE/DUF397 sobreexpresién en 4 medios de
cultivo diferentes, frente a Bacillus subtilis. (A) Medio R2YE; (B) Medio LB; (C) Medio
NMMP; (D) Medio PGA. @ Disminucion en la produccidon de metabolitos secundarios
bioactivos @ Aumento en la producciéon de metabolitos secundarios bioactivos.
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C2.5 Cuantificacion de la produccion de ACT con la sobreexpresion del sistema
$C02252/53

Adicionalmente a los estudios anteriormente desarrollados, se cuantificé la produccién
de ACT en medio R2YE liquido en cultivos que sobreexpresaban uno de los sistemas. Para

este estudio se seleccioné el sistema SC02252/53.

Para este fin se sembraron cuatro clones de cada construccién y del control (cepa que
lleva el pNX702Gem3) y se mantuvieron bajo agitacion a 28 °C durante 8 dias. La ACT
producida se cuantific6 mediante espectrofotometria a los 4 y 8 dias (ver materiales y

métodos el apartado M11.1 cuantificacion en medio liquido de ACT y RED).

A simple vista se puede apreciar que los cultivos correspondientes a la sobreexpresién
de los genes DUF y XRE por separado no producen ACT en medio liquido ya que no
presentan el color tipico de este antibiético. Sin embargo, cuando se sobreexpresan
ambos genes en conjunto los cultivos adquieren un intenso color azul muy similar al del

control (figura C2.11A).

La cuantificacién espectrofotométrica de estos cultivos corroboré estas observaciones al
comprobar claramente que la expresion de los genes individuales conlleva una bajada
importante en la produccion de este antibidtico mientras que la sobreexpresidn de los

dos en conjunto provoca una bajada menor respecto al control (figura C2.11B).

Los resultados de la cuantificacién realizada de la produccion de ACT en medio liquido
del sistema SC02252/53 se corresponden con los obtenidos en medio R2YE sdlido
mediante la observacién cualitativa realizada en el segundo ensayo: una bajada mayor
en la produccion por la sobreexpresion individual de los genes XRE y DUF del sistema

gue esta menos acentuada cuando se sobreexpresan ambos genes (figura C2.5).
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Figura C2.11. Sobreexpresion del sistema SC02253/52 en medio liquido R2YE. (A)
medios de cultivo de S. coelicolor con la sobreexpresiéon del pldsmido que indica en la
parte de arriba (B) Cuantificacion de la producciéon ACT por la sobrexpresiéon de los
plasmidos indicados.
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C2.6 Relacion de los seis sistemas XRE/DUF seleccionados con la produccion de
antibidticos y diferenciacion

Como se ha podido observar durante todos los ensayos realizados, los seis sistemas
estudiados estan regulando la produccién de antibidticos y/o la diferenciacién en mayor
o menor medida. Ademads, esta regulacion es dependiente del medio de cultivo y la
implicacion de los dos elementos de cada sistema es diferente en cada caso e incluso

puede variar dependiendo del medio de cultivo empleado.

En la tabla C2.1 se muestra un resumen de la regulacién ejercida por los seis sistemas
XRE/DUF397 en la diferenciacién y producciéon de ACT y RED, al sobreexpresar en S.
coelicolor en los diferentes medios de cultivo ensayados.

Tabla C2.1. Resumen de la regulacion ejercida por los sistemas XRE/DUF397 en la

diferenciacion y produccién de ACT y RED, al sobreexpresar en S. coelicolor en diferentes
medios de cultivo.

Regulacion
N Diferenciacién ACT Diferenciacién ACT Diferenciacién ACT
“’Li‘:;:rge R2 | LB [NM |PGA|[R2 | LB [NM|PGAJR2 | LB |NM |PGA|R2 | LB [NM |PGAR2 | LB |NM [PGA | R2 | LB |NM |PGA
sco2246/45jo o[ o | o | o o+ f-JoJoJo|/\I//\fo]ofoJo|o|o]JoJo]a]o
@ [8C02253/52 | /\ (Y] - | - olofol-JoJo|-J\-Jlo[/MAfololo]|o]- oo
£ [scoa17e/77f - |[\-JT o [ o ]/~ o|lofoJoJo[o]Jofo|o[\+J§\|o[o]oO olo]o
g |scose7smof -flol o[ o |- \|ofoJofo]o]o + [ o - oloJofo[+]+
 15c06236/350\ [0l o | o [I-]]\- ofojol-JoJoJol -1l Jolo]o ol o
scoz7els/iefo ol o | o [\l o o foloflol oo 0 o loloflofo ololo

(-) Regulacion negativa; Ml (+) Regulacion positiva; (O) no hay efecto. Medio R2YE (R2);
Medio LB (LB); Medio NMMP (NM) Medio PGA (PGA).

De la tabla C2.1 se puede concluir los siguientes resultados mas significativos del efecto

de la sobreexpresion de estos sistemas:

-En general las proteinas de los genes XRE ejercen una regulacion negativa en la
diferenciacion de S. coelicolor en medios ricos. Cabe anotar que la familia de los factores
de transcripcion (TFs) XRE, se han identificado como represores del desarrollo
morfoldgico en Streptomyces (Romero-Rodriguez et al.,, 2015). Ademds, ejercen una
regulacién negativa en la produccién de ACT tanto en medios ricos como en medio

minimo.
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-Las proteinas de los genes DUF, por lo general, no afectan a la diferenciacién, pero
ejercen una regulacién negativa en la produccién de ACT en medios ricos, mientras, que

regulan de forma positiva la produccién de RED en medio PGA.

-Por ultimo, las proteinas XRE/DUF397 en conjunto, por lo general, solo ejercen

regulacion negativa en la diferenciacién y la produccién de ACT en medio R2YE.

Como se ha podido apreciar a través del capitulo, el tipo de medio de cultivo determina
efectos en la sobrexpresién de estos genes y seguramente cambios infimos en sus
ingredientes, también. Por ello es importante clarificar que el primer escrutinio de la
sobreexpresion de los 14 sistemas se realizd para cada sistema segun fueron
obteniéndose los correspondientes plasmidos lo que conllevé el uso de diferentes lotes
de medios lo que pudiera afectar a las observaciones realizadas. Por esa razon, el
segundo ensayo de sobreexpresion se realizd en simultaneo con los seis sistemas,
porgue de esa forma se minimiza el error experimental dado, por el lote de medios de

cultivo, temperatura de incubacién u otros factores que pudieran escaparse.

A pesar de que en los ensayos presentados en este capitulo se observan algunas
discrepancias en los resultados, estos sistemas se perfilan muy bien como reguladores
pleiotrépicos en S. coelicolor, regulando por lo general el desarrollo y la produccién de

ACT de forma negativa y en algunos casos la produccidon de RED positivamente.
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Capitulo 3

Obtencion de mutantes de S. coelicolor carentes de sistemas
XRE/DUF397

En el capitulo 2 se demostrd que la sobrexpresién de los genes de varios de los sistemas
XRE/DUF397 (bien por la sobreexpresion de los genes individualmente o en conjunto)
provocaban cambios en la produccién de ACT y RED en S. coelicolor y también originaban
cambios fenotipicos significativos relativos a su diferenciacion. En consecuencia,
mutantes de delecion de los genes de estos sistemas, también deberian suprimir o

alterar la produccién de estos antibiéticos y/o la diferenciacion.

Bajo esta premisa, el objetivo de este capitulo fue delecionar del genoma de S. coelicolor
M145 los genes de los seis sistemas XRE/DUF397 seleccionados a lo largo del capitulo 2
porgue su sobreexpresidon generaba cambios fenotipicos significativos en alguno de los
medios estudiados. Estos sistemas fueron: SCO2246/45, SCO2253/52, SCO4678/79,
SC04176/77,5C06236/35 y SCO7615/16. La estrategia inicial fue abordar la eliminacién

conjunta de los dos genes de cada uno de los seis sistemas.

Para la obtencidn de estos mutantes se empled la tecnologia CRISPR-Cas9 y una vez

obtenidos y comprobados se analizaron sus fenotipos en distintos medios de cultivo.

Cabe aclarar que este objetivo se empezd en paralelo con parte del trabajo del objetivo

del capitulo 2 (sobreexpresién de los mencionados sistemas).

C3.1 Obtencion de los mutantes

Inicialmente, se abordd la construccion de los mutantes dobles porque se queria

observar las implicaciones del sistema completo en la regulacidn de los antibidticos.

La tecnologia CRISPR-Cas9 es una técnica eficiente para eliminar genes y grupos de genes
en distintos organismos y en el orden de los Actinomycetales ha sido puesta a punto por

varios grupos (Cobb et al., 2015; Tong et al., 2015).

Para la implementacion de esta técnica se utilizd el protocolo de Tong et al., 2015, en
donde a partir del plasmido pCRISPR-Cas9, que contenia un complejo endonucleasa Cas9

—crRNA, se introdujo en el sitio crRNA una guia de 20 nucledtidos con la secuencia diana
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que hibridaba en uno de los dos genes que se querian delecionar generando los
correspondientes plasmidos pCRISPR-Cas9-sg2246, pCRISPR-Cas9-sg2253, pCRISPR-
Cas9-sg4176, pCRISPR-Cas9-sg4678, pCRISPR-Cas9-sgb6236 y pCRISPR-Cas9-sg7615
(siendo SC02246/45, SC02253/52, SC0O4176/77, SCO4678/79, SC06236/35 vy
SC07615/16 los SCOs correspondientes a cada sistema). En este caso, como se ha
mencionado, se disefiaron guias para la delecién de los dos genes XRE y DUF de cada
sistema de forma simultanea. Seria interesante también abordar la mutacion individual
de cada uno de los genes XRE y DUF397. Sin embargo, debido a la finalizacién del tiempo

de desarrollo de la investigacidn de tesis doctoral no se pudo abordar este estudio.

Las guias se disefiaron para cada uno de los sistemas para dirigir los cortes especificos
mediante la herramienta CRISPy Cas9 target finder for S. coelicolor

(http://staff.biosustain.dtu.dk/laeb/crispy scoeli/) (Ronda et al., 2014). Su secuencia y

sitio de hibridacidn en los sistemas se indican en la figura C3.1. Los oligonucledtidos
utilizados para su obtencién, asi como el procedimiento para la obtencién de los
plasmidos  pCRISPR-Cas9-sg2246, pCRISPR-Cas9-sg2253, pCRISPR-Cas9-sg4176,
pCRISPR-Cas9-sg4678, pCRISPR-Cas9-sg6236 y pCRISPR-Cas9-sg7615 se indican en
materiales y métodos en el apartado M9 utilizacion del sistema CRISPR-Cas9 para la

delecion de los sistemas XRE/DUF397 y en la tabla M12.

Posterior a eso se amplificaron mil pares de bases aguas arriba y mil pares de bases aguas
debajo de los dos genes que se deseaba eliminar y a partir de una PCR solapante se
obtuvo un molde que carecia de los dos genes a delecionar. Cada secuencia molde se
introdujo en el plasmido portador de la guia correspondiente obteniéndose los
plasmidos conjugativos de delecion finales para cada sistema, pCRISPR-Cas9-2246/45,
pCRISPR-Cas9-2253/52, pCRISPR-Cas9-4176/77, pCRISPR-Cas9-4678/79, pCRISPR-Cas9-
6236/35 y pCRISPR-Cas9-7615/16. Los oligonucleétidos y la estrategia utilizada para su
introduccién en los plasmidos pCRISPR-Cas9-sg2246, pCRISPR-Cas9-sg2253, pCRISPR-
Cas9-sg4176, pCRISPR-Cas9-sg4678, pCRISPR-Cas9-sg6236 y pCRISPR-Cas9-sg7615 se
indican en materiales y métodos en el apartado M9 utilizacién del sistema CRISPR-Cas9

para la deleciéon de los sistemas XRE/DUF397 y en las Tablas M10, M13 y M14.
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Figura C3.1. Secuencias dianas seleccionadas para dirigir el corte de la Cas9, para delecionar los
genes SC02246/45, SCO2253/52, SCO4176/77, SCO4678/79, SCO6236/35 y SCO7615/16 SCOs
correspondientes a cada sistema XRE/DUF397 delecionado. (A) Sistema SC02246/45; (B)
Sistema SC02253/52; (C) sistema SC04176/77; (D) Sistema SC04678/79; (E) Sistema
S$C06236/35; (F) Sistema SCO7615/16.
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Una vez obtenidos todos los plasmidos, para cada sistema se realizaron tres
conjugaciones diferentes: 12 con el plasmido vacio pCRISPR-Cas9; 22 con el pldsmido con
la guia correspondiente, pCRISPR-Cas9-sg2246, pCRISPR-Cas9-sg2253, pCRISPR-Cas9-
sg4176, pCRISPR-Cas9-sg4678, pCRISPR-Cas9-sg6236 y pCRISPR-Cas9-sg7615, y 32 con
el plasmido completo que portaba la guia y el molde de cada sistema, pCRISPR-Cas9-
2246/45, pCRISPR-Cas9-2253/52, pCRISPR-Cas9-4176/77, pCRISPR-Cas9-4678/79,
pCRISPR-Cas9-6236/35 y pCRISPR-Cas9-7615/16. Para ello, se introdujeron previamente
cada uno de los plasmidos en la cepa de E coli ET12567/pUZ8002 conjugativa y se
realizaron conjugaciones con S. coelicolor M145 (ver materiales y métodos el apartado

M9.3 conjugacidn, eliminacion del plasmido y comprobacion de mutantes).

Cuando los plasmidos pCRISPR-Cas9-2246/45, pCRISPR-Cas9-2253/52, pCRISPR-Cas9-
4176/77, pCRISPR-Cas9-4678/79, pCRISPR-Cas9-6236/35 y pCRISPR-Cas9-7615/16 estan
dentro de la cepa de S. coelicolor M145, la enzima Cas9 utiliza la guia para dirigir un corte
especifico en la doble hebra de DNA en la secuencia diana de los genes a delecionar y
con el molde tiene lugar una reparacion directa por recombinacién homdloga. De esta
forma se obtuvieron cada uno de los diferentes mutantes de los sistemas XRE/DUF397

(figura C3.2.).

Complejo endonucleasa Cas9-crRNA E.coli ET12567 pUZ8002
A ——.d Conjugacion

Apramicina 1ug S ficol
(2]
2 \ . coelicolor
[S] N

1
SgRNA  Molde

S. coelicolor

Tong et al., 2015

Figura C3.2. Sistema CRISPR-Cas9. (A) Plasmido pCRISPR-Cas9 Sg-guia y molde, (B)
Plasmido introducido en cepa E coli conjugativa. (C) La Cas9 corta el DNA de doble
cadena en el sitio indicado por el Sg. (D) Reparacion directa por homologia, obtencién
del mutante.
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El Unico sistema que no se consiguid mutar fue el SCO4176/77, debido a que se tuvo
problemas en la amplificacién del extremo de 1000 pb aguas arriba del gen SCO4176 que
se utiliza para generar el molde que carece de los dos genes a delecionar. Se cree que no
se pudo obtener este fragmento, debido a su alto contenido de GC. Aunque es
caracteristico del genoma de S. coelicolor un alto contenido en GCy ya en el laboratorio
se usan polimerasas especiales para sopesar esto, esta zona del genoma todavia tenia
un porcentaje mas alto de GC, el gen SCO4175 que esta exactamente al lado, aguas arriba
del gen SC02246 tiene un 78% GC en su secuencia y generé problemas en las
amplificaciones. Por lo tanto, no se consiguié el plasmido final pCRISPR-Cas9-4176/77
con la guia y el molde a pesar de realizar diferentes aproximaciones y cambio de

oligonucleétidos y, consecuentemente, no pudo realizarse la conjugacion posterior.

Con la intencién de abordar el problema de la obtencidon del mutante de los genes
SC04176/77, se le asignd como trabajo de fin de master a Maria Lorenzo, miembro
activo de nuestro grupo de investigacién, para que lo desarrollara desde cero y, ademas,
consiguiera también los mutantes individuales de los genes XRE ASCO4176 y DUF
ASCO4177 del sistema.

Maria se encontrd con la misma dificultad de no poder amplificar el extremo de 1000 pb
aguas arriba del gen SC0O4176 necesario para generar el molde que carece de los dos
genes a delecionar o el gen a delecionar, para la construccion de los pCRISPR-Cas9 para
el mutantes doble SCO4176/77 y el mutante del XRE SCO4176. Sin embargo, consiguid
el mutante del gen DUF397 ASCO4177, para el cual la zona del molde era diferente, a la
gue se tenia que amplificar para los otros dos mutantes. Observandose nuevamente, en
manos diferentes, que aguas arribas del gen SCO4176 el alto contenido de GC, no

permite amplificar esta zona.

Respecto al resto de los sistemas, se pudo seguir todo el procedimiento indicado y en la
figura C3.3 se muestra un ejemplo de las colonias obtenidas de los posibles mutantes de
S. coelicolor M145 después de realizar la conjugacion tanto con el plasmido vacio
pCRISPR-Cas9 (Figura C3.3A), como con el plasmido solo con guia pCRISPR-Cas9-sg2246
(Figura C3.3B), o con el plasmido que porta la guia y el molde pCRISPR-Cas9-2246/45

(Figura C3.3C). En esta figura C3.3 solo se exponen las placas de los transformantes
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conseguidos para la obtencion del mutante ASC02246/45 (A46/45) a modo de ejemplo

para todos los sistemas, de los cuales se obtuvieron resultados similares.

S. coelicolor M145
pCRISPR-Cas9-2246/45 - guia-
molde

S. coelicolor M145 S. coelicolor M145
pCRISPR-Cas9 - vacio pCRISPR-Cas9-5g2246 - guia

Figura C3.3. Placas resultado de la conjugaciéon de E. coli y S. coelicolor M145 para la
obtencién del mutante A2246/45. (A) S. coelicolor M145 pCRISPR-Cas9 - vacio, muchas
colonias, no hay corte por parte de la Cas-9 (B) S. coelicolor M145 pCRISPR-Cas9-Sg2246-
guia, ninguna colonia, con guia, pero sin molde, la Cas9 corta, pero no repara. (C) S.
coelicolor M145 pCRISPR-Cas9-2246/45 guia-molde, nimero intermedio de colonias, la
Cas9 corta y repara por homologia.

Puede observarse que cuando se transforma con la guia solamente, pCRISPR-Cas9-
sg2246 no aparecen conjugantes dado que no pueden hacer la reparacion de la rotura
del DNA (Figura C3.3B). Sin embargo, si se observa la aparicién de conjugantes cuando

se afiade el molde al plasmido pCRISPR-Cas9-2246/45 (Figura C3.3C).

C3.2 Comprobacidn, anadlisis y complementacion fenotipica de los mutantes

Después de conseguir conjugantes con los plasmidos de delecidn correspondientes a los
cinco sistemas XRE/DUF397, SC02246/45, SCO2253/52, SCO4678/79, SC06236/35 y
SCO7615/16, era necesario eliminar el plasmido pCRISPR-Cas9 (gracias a su
termosensibilidad) y tras su limpieza mediante sucesivos pases de esporulaciéon (ver
materiales y métodos el apartado M9.3 conjugacion, eliminacidon del plasmido y
comprobacion de mutantes) se procedié a la comprobacién de la correcta eliminacion

de los genes correspondientes de los clones seleccionados.

Para ello, se aislé el DNA gendmico de cada una de las cepas y de la cepa silvestre y se
analizé la ausencia de los genes en los conjugantes obtenidos por PCR. Por cada posible

mutante, se disefid un oligonucledtido dentro del molde que se le proporciond para la
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reparacion homaéloga en el genoma de S. coelicolor M145 y otro oligonucledtido del otro
lado del gen eliminado por fuera del molde en el genoma de S. coelicolor M145 (figura
C3.4). De esta forma se garantizd que la amplificacion no se debia a los plasmidos
pCRISPR-Cas9 utilizados para conseguir cada mutante, pues uno de los oligonucledtidos
Unicamente hibrida en el genoma de la cepa. La secuencia de todos los oligonucleétidos

utilizados estd en materiales y métodos en la tabla M15.

Esta PCR daba lugar a diferentes tamafios de banda en funcién de si la cepa era silvestre
o mutante como se indica en las figuras C3.5, C3.7, C3.10, C3.13, C3.15, para cada uno
de los mutantes. Adicional a esa comprobacidn, también se realizé una amplificacién por
PCR de los genes mutados utilizando oligonucleétidos internos a las zonas delecionadas
(figuras C3.5, C3.7, C3.10, C3.13, C3.15). Como era esperable, en la PCR sobre el DNA de
la cepa silvestre se obtuvo una banda del tamafio del sistema y en los mutantes no se
obtuvieron bandas. Los controles negativos de las PCRs, fueron la mezcla de los reactivos

(agua, oligonucledtidos, DNA polimerasa, DMSQ) en ausencia de DNA de cualquier tipo.

. - Genoma
0|'§°”UC|EOE'C|° Genes a eliminar s. coelicolor
forward
— —— - I
—\
h
1Kb
i 1Kb XRE  DUF397 Oligonucleétido
Genoma

. “reverse”
S. coelicolor

Molde 2 Kb

Figura C3.4. Esquema del disefio de los oligonucledtidos, utilizados en la comprobacién
de las cepas mutantes de los sistemas XRE/DUF397. [l gen XRE; [l gen DUF397.

En todos los mutantes se realizé este tipo de estudio y las amplificaciones mostraron que
habia una delecién de los genes por la disminucidon en el tamafio de la banda
amplificada. Por lo tanto, se habia conseguido obtener los mutantes de delecién
ASC02246/45 (A46/45), ASCO2253/52 (A53/52), ASCO4678/79 (A78/79), ASCO6236/35
(A36/35) y ASCO7615/16 (A15/16) (ver a continuacion).

Después de comprobar por PCR que los cinco mutantes obtenidos eran correctos, se

obtuvieron esporas de cada uno de ellos y se realizd un ensayo de gota para el analisis
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de sus fenotipos. Este ensayo consistid en colocar, por duplicado, una gota de 5 puL
conteniendo 5 x 10° esporas de cada mutante y control, en cinco medios de cultivo
diferentes: R2YE, LB, NMMP, YEPD y SFM en paralelo con la cepa silvestre S. coelicolor

M145 y fotografiar su fenotipo diariamente durante siete dias.

En este analisis fenotipico no se incluyd el medio PGA, debido a que, en el capitulo
anterior al sobreexpresar los genes de los 6 sistemas XRE/DUF397 en este medio, los
fenotipos no diferian mucho del control. Teniendo esto en mente, se incluyeron dos
medios ricos mas, el medio YEPD y el medio SFM, con el objetivo de ampliar las
posibilidades de encontrar fenotipos diferenciales entre los mutantes y la cepa silvestre
para conseguir realizar de forma mas facil el ensayo de complementacién del fenotipo

mutante.

Vale la pena destacar que, aunque el medio SFM no se utiliza habitualmente para
caracterizar fenotipos en S. coelicolor, se incluyé en este ensayo porque cuando se
obtuvieron las esporas de las cepas mutantes de los cinco sistemas XRE/DUF397 se
observé que algunos mutantes producian un pigmento marrén en este medio, que la

cepa silvestre S. coelicolor M145 no producia.

En paralelo a los estudios fenotipicos de los mutantes, se obtuvieron los plasmidos
integrativos para la realizacion de los ensayos de complementacion de los fenotipos de
cada uno de los mutantes de delecion de los genes de los sistemas XRE/DUF397 para,
una vez obtenidos los mutantes, verificar que los fenotipos observados correspondian a
los genes eliminados y no a efectos colaterales. Los plasmidos utilizados para las
complementaciones eran derivados del plasmido integrativo pKC796, al cual se le
introdujo la secuencia de cada uno de los sistemas XRE/DUF397 bajo el control de su
propio promotor, obteniéndose los plasmidos pKC2246/45, pKC2253/52, pKC4678/79,
pKC6236/35 y pKC7615/16 (donde SC02246/45, SC02253/52, SCO4678/79,
SC06236/35y SCO7615/16 corresponde con los SCOs correspondiente). Tabla M17 (ver
materiales y métodos el apartado M10 ensayos de complementacidn). Es importante
resaltar que al introducir un pldsmido integrativo en la célula de S. coelicolor esta puede
presentar cambios en su fenotipo, por esta razon son tan importantes los controles, en
nuestro caso, el silvestre con el plasmido vacio pKC796 y el mutante correspondiente

con el plasmido vacio pKC796.
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Para el ensayo se transforma la cepa mutante con su pldsmido correspondiente portador
de los genes y se hicieron los correspondientes controles con las cepas silvestre y
mutante transformadas con el plasmido vacio: S. coelicolor M145/pKC796 y S. coelicolor

A46/45, A53/52, A78/79, A36/35 y A15/16 /pKC796 (cada mutante por separado).

Con la intencion de que la informaciéon de cada mutante obtenido sea mas clara se
muestra, a continuacion, la comprobacién, el andlisis y la complementacion fenotipica

de cada mutante:

€3.2.1 Mutante ASCO2246/45 (A46/45)

En la figura C3.5A se muestran de forma esquematica el disefio de los oligonucledtidos
utilizados para la comprobacién del mutante A46/45. Como para todos los mutantes, se
disefid un oligonucledtido (CR089) dentro del molde que se le proporcioné para la
reparacion homologa en el genoma de S. coelicolor M145 y otro oligonucleétido (CR070)
del otro lado del sistema eliminado por fuera del molde en el genoma de S. coelicolor
M145 (figura C3.5A). Para la segunda comprobacién, en donde se amplifica los genes
delecionados, se utilizaron los oligonucledtidos CR090-CR091 que amplificaban por
fuera de los genes delecionados y por lo tanto se observé una disminucién del tamano

de la banda en el mutante (figura C3.5B)

En el caso de este mutante se obtuvieron dos clones, que mostraron las bandas
esperadas para el mutante A46/45 (figura C3.5B). Se eligid el clon 1 y se continud solo

con ese la obtencion de esporas para la realizacion del analisis fenotipico.

En el analisis fenotipico, el mutante A46/45 no mostrd diferencias relevantes en la
produccién de ACT en ninguno de los cinco medios de cultivo utilizados. Respecto a la
diferenciacion morfoldgica, se observdé un retraso en los medios R2YE y LB, no

observable en el resto de los medios (figura C3.6).

Al no observar un fenotipo representativo que difiera significativamente del silvestre, se
optd por no realizar la complementacion para el mutante A46/45. En los ensayos de
complementacion generalmente no se recupera totalmente el fenotipo del silvestre.
Porque el fenotipo que se observa del mutante puede no ser solo, el resultado de ese

gen delecionado, sino que puede deberse a otros factores como, interacciones de ese
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wt
CRO70
—_— CR0O90 CRO70- CRO8S CR090- CR091

—
Up 1Kb SC02246/45 Down 1Kb {
I < (e

—
—

— N 1 — N I\
— ) 5 w W 5
S & O
| |
\ 1284 pb | CRO89 3338 3 3= 8
| |
| |
3314 pb
D46/45
—
—_— CRO90
CRO70 Up 1Kb Down 1Kb
L AL —
—
CRO91

132 pb | CRO89

| \
| 2163 pb |

Figura C3.5. Comprobacién del mutante A46/45. (A) Esquema del disefio de
oligonucledtidos utilizados para comprobar el mutante A46/45 por PCR.m gen XRE;Mgen
DUF397;m molde reparacién homologa;® genoma S. coelicolor M145. (B) Gel de agarosa
con las bandas correspondientes wt y mutante.

Medio R2YE Medio LB Medio NMMP Medio YEPD Medio SFM
Dia wt mutante wt mutante wt mutante wt mutante wt mutante

A46/45 g

Figura C3.6. Fenotlpo del mutante A46/45, en cinco medios de cultivo: R2YE, LB, NMMP,
YEPD y SFM.

gen con otros genes, interacciones con su entorno genético; o interacciones con el
ambiente en el que crece (Chandler et al., 2013; Dowell et al., 2010). Debido a que, el
plasmido pKC796 introduce el gen de interés en otra regidn especifica de S. coelicolor
(Kuhstoss et al., 1991) no exactamente donde se encontraba el gen, esas interacciones
se ven afectadas y no se recupera por completo el fenotipo silvestre. Por lo tanto, la
recuperacion del retraso en la diferenciacidon en el medio R2YE y LB mostrado por el

mutante, no hubiera sido apreciable.
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La sobreexpresion de estos genes solo presentaba un fenotipo claro cuando se
sobreexpresaba el gen DUF (5C02245) en medio R2YE o ambos genes de forma
individual en medio LB. Por lo tanto, para poder afinar en el papel de este sistema seria

necesario eliminar de forma individual los genes obteniendo mutantes simples.

C€3.2.2 Mutante ASC0O2253/52 (453/52)

Para el mutante A53/52 se realizaron las comprobaciones descritas al principio de este
apartado (figura C3.4). En la figura C3.7A se muestra el esquema del sitio de hibridacién
de los oligonucleétidos disefiados para este fin. En el caso de este mutante se obtuvieron
cuatro clones que mostraron las bandas esperadas para el mutante A53/52, al realizar la
primera comprobacion con los oligonucledtidos CR141 y CR105, que hibridaban dentro
del molde y por fuera de este en el genoma de S. coelicolor respectivamente (figura
C3.7B). Para la segunda comprobacién con los oligonucleétidos internos a los genes a
delecionar, CR034-CR035, solo se probd un clon (figura C3.7B) con el cual también se
obtuvo la banda esperada y se utilizd, este clon, para continuar con la obtencién de

esporas y la caracterizacion fenotipica de la cepa mutante (figura C3.8).

wt
CR141 CRO34

—_—
—>  UplKb 5C02253/52 Down 1Kb
- e ——
A—

R141- CR105 CR034- CRO35

A53/523 |
A53/52 4

— N
NN
a®
n un
< J

| CRO35, g
1073 pb CR105
|
\
2538 pb
3000pb —»
R141 A53/52 1000pb —»

.|
Up 1Kb Down 1Kb

CR10US

; 1

1465 pb

Figura C3.7. Comprobacién del mutante A53/52. (A) Esquema del disefio de
oligonucledtidos utilizados para comprobar el mutante A53/52 por PCR.m gen XRE;H gen
DUF397;mmolde reparaciéon homologa;mgenoma S. coelicolor M145. (B) Gel de agarosa
con las bandas correspondientes wt y mutante.
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En el analisis fenotipico, el mutante A53/52 mostré una clara reduccion en la produccion
de ACT cuando se crecié en los medios R2YE y en YEPD. Por el contrario, este mutante
en medio LB esporulaba mas rapido a los 5 dias, pero se igualaba a los 7 dias con el
silvestre, por otra parte, en el medio NMMP se observa un ligero incremento de la
produccién de ACT en la cepa mutante. Por ultimo, en el medio SFM el mutante se
comporta como la cepa silvestre (figura C3.8).

Medio R2YE  Medio LB Medio NMMP Medio YEPD Medio SFM
Dia wt mutante wt mutante wt mutante wt mutante wt mutante

Figura C3.8. Fenotipo del mutante A53/52, en cinco medios de cultivo: R2YE, LB NMMP,
YEPD y SFM.

Como este mutante mostrd diferencias en varios de los medios probados en el analisis
fenotipico se procedié a transformarlo con el plasmido integrativo pKC2253/52 para ver
si existia complementacién. El ensayo de la complementacién se realizd en el medio

YEPD que es donde mayor cambio de fenotipo se observaba (figura C3.9).

Como se observa en la figura C3.9, la integracion de los genes SC02253/52, en la cepa
mutante, recuperaba el fenotipo silvestre de la cepa S. coelicolor M145 transformada
con el plasmido vacio pKC796. Se observa una mayor produccién de ACT y una mejora
en la diferenciacidn respecto al fenotipo observado en el mutante A53/52 transformada

con el plasmido vacio pKC796.
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La tendencia observada con la sobreexpresion de los dos genes SC02253/52 es también
a una bajada, aunque leve, en la produccion de ACT, no viéndose afectada la

diferenciacion.

Medio YEPD

-

M145-pKC796 A53/52-pKC796 A53/52-pKC2253/52

Figura C3.9. Ensayo de complementacién. La imagen muestra el fenotipo de la cepa
silvestre M145 con el plasmido pKC796, el mutante A53/52 con el plasmido pKC796, y el
mutante A53/52 con el pKC2253/52.

C3.2.3 Mutante ASCO4678/79 (A78/79)

Para este mutante, A78/79, también se hicieron las comprobaciones descritas al
comienzo de este apartado (figura C3.4). En la figura C3.10A se muestra el esquema de
los oligonucledétidos disefiados para este fin. En el caso de este mutante se comprobd un
clon, el cual mostré las bandas esperadas para la correcta comprobacion de la delecién
de los genes del sistema tanto con los oligonucledtidos externos como internos (figura

C3.10B).
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wt CR137- CR138 CRO66- CRO69

CRO66
—_— [ (

A78/79 —
A78/79 —

) _
- Up 1Kb S$C04678/79 Down 1Kb o o
_—ﬂ_ - € - €
-— 2 S = S
CRO69 s U
—
1041 pb CR138
| |
| |
2186 pb
3000pb —»
A78/79

1000pb —»

Up 1Kb Down 1Kb
CR138
P
| |

| 1149 pb |

Figura C3.10. Comprobacion del mutante A78/79. (A) Esquema del disefio de
oligonucledtidos utilizados para comprobar el mutante A78/79 por PCR.m gen XRE;H gen
DUF397;® molde reparacién homologa;® genoma S. coelicolor M145. (B) Gel de agarosa
con las bandas correspondientes wt y mutante.

El andlisis fenotipico del mutante A78/79, mostré diferencias poco claras en su fenotipo
en el medio R2YE, mientras que en el medio LB y NMMP producia mdas ACT a partir de
los cinco dias y este aumento de la produccion de ACT se observaba también en YEPD
en el dia séptimo; respecto al medio SFM se observaba una escasa produccion de ACT
respecto al silvestre (figura C3.11).

Medio R2YE  Medio LB Medio NMMP Medio YEPD Medio SFM
Dia wt mutante wt mutante wt mutante wt mutante wt mutante

3 o & O o e o N a@
BB ¢ © ED
B®8 a0 0

Figura C3.11. Fenotipo del mutante A78/79, en cinco medios de cultivo: R2YE, LB,
NMMP, YEPD y SFM.

A78/79

Como este mutante mostré diferencias fenotipicas frente al silvestre en varios medios
de cultivo, se realizé el ensayo de complementacion con el plasmido pKC4678/79 en los
medios R2YE e YEPD como mas representativos. Se pudo observar la recuperacién del

fenotipo silvestre en el medio R2YE cuando se reintegraban los genes SCO4678/79 en el

108



mutante A78/79 mediante la integracion del plasmido pKC4678/79, a pesar de que
mostraba un fenotipo muy leve de disminucién de produccion de ACT (figura C3.12). En
el medio YEPD cuando se integraba el plasmido vacio dejaban de observarse las
diferencias inicialmente descritas (figura C3.11) por lo que no se podia proceder a su

complementacioén en este medio.

Medio R2YE

M145-pKC796 A78/79 pKC796 A78/79-pKC4678/79

Figura C3.12. Ensayo de complementacidn. La imagen muestra el fenotipo de la cepa
silvestre M145 con el plasmido pKC796, el mutante A78/79 con el plasmido pKC796, y el
mutante A78/79 con el pKC4678/79.

Aligual que en el anterior mutante, la tendencia observada con la sobreexpresién de los
dos genes SCO4678/79 es también a una bajada, aunque leve, en la produccion de ACT,
no viéndose afectada la diferenciacién. En el caso del NMMP parece tener una
importancia especial en la produccion de ACT ya que tanto su sobreexpresién como su

delecién conjunta conlleva una subida importante en la produccion de ACT.

C3.2.4 Mutante ASC06236/35 (A36/35)

Para este mutante, A36/35, se realizaron las dos comprobaciones descritas al inicio del
apartado (figura C3.4). La figura C3.13A muestra de forma esquematica el disefio del
lugar de hibridacién de los oligonucleétidos para estas comprobaciones. En este caso se
obtuvieron dos clones correctos de la cepa mutante en la primera comprobacion, con
los oligonucledtidos externos CR134-CR115, pero por efectos practicos se continué
trabajando con un solo clon, por eso en la segunda comprobacién con los

oligonucleétidos CR059-CR060 solo se muestra el clon elegido (figura C3.13B). En ambas

109

=
0
wv
>
o
A
o
>
wv
o
o
@
=2
>
"
Q
o




comprobaciones se amplificé el tamaino de banda esperado para el mutante A36/35 o

su ausencia cuando se utilizaban los oligonucledtidos internos.

A B
CR134- CR115 CRO59- CRO60
CROS9 " [ A | : \
— o~ ' — '
- CR134 Do o -
& —  Upikb SC06236/35 Down 1Kb TS 8 2
g _4—4—_ § 338 % 5 S
2 CROGO |
=) 1118pb CR115
& | |
& I |
2 2551 pb
CR134 A36/35 3000pb —»
—_—

1000pb—»
Up 1Kb  Down 1Kb

—
‘ CRIL5
‘ 1433pb |

Figura C3.13. Comprobacion del mutante A36/35. (A) Esquema del disefio de
oligonucledtidos utilizados para comprobar el mutante A36/35 por PCR.H gen XRE; M gen

DUF397;® molde reparaciéon homologa;® genoma S. coelicolor M145. (B) Gel de agarosa
con las bandas correspondientes wt y mutante.

Este mutante A36/35 no mostré diferencias fenotipicas claras en los medios R2YE, LB,

YEPD y SFM; sin embargo, en el medio NMMP producia mas ACT que el silvestre (figura

C3.14).
Medio R2YE Medio LB Medio NMMP Medio YEPD Medio SFM
Dia wt mutante wt mutante wt mutante wt mutante wt mutante
e e O K
A36/35

Cw e *9 O
-II |

Figura C3.14. Fenotipo del mutante A36/35, en cinco medios de cultlvo R2YE LB,
NMMP, YEPD y SFM.

Aunque se realizé la complementacion utilizando el plasmido pKC6236/35 y se intentd
recuperar el fenotipo del silvestre en el medio NMMP, no fue posible conseguirlo, a pesar

de que, se realiz6 el ensayo dos veces. Esto se debe a que las pequeias diferencias
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observadas en la figura C3.14 dejan de hacerlo cuando se integra el plasmido vacio en

las cepas mutante y silvestre.

En el caso de este sistema SC06236/35, la sobreexpresion de los dos genes si que
conllevaba una bajada importante en la produccién de ACT en medios ricos,
especialmente en medio R2YE. Sin embargo, la delecién de los genes no dio lugar a un
fenotipo de sobreproduccién de ACT en estos medios. Tal vez su accién reguladora

negativa se vea compensada por algin otro de los sistemas en su ausencia.

3.2.5 Mutante ASCO7615/16 (015/16)

Las comprobaciones de este mutante. A15/16, se realizaron de la misma forma que se
describe al inicio del apartado (figura C3.4). En la figura C3.15A se muestra el esquema
de la localizacién de los oligonucleétidos disefiados para este fin. Para ambas
comprobaciones se obtuvieron las bandas esperadas para el mutante A15/16 (figura
C3.15.B). De todos los seis clones analizados solo se eligié uno para continuar con el

estudio de fenotipo.

A B
wt “R139 — CR140 CRO77- CRO80
CR139 CROZ7, “ ' - A
- Up 1Kb SC07615/16 Down 1Kb © 006 b i
H N N NN HE N N
o — o aaan qa 9 a9y
CRO80 D] A A4Dd
F—=—-—"  CR140
1139 pb -—
| | 3000pb —»
2458 pb 1000pb —»
CR139 A15/16
—_—

Up 1Kb Down 1Kb
CR140

; \

1319 pb

Figura C3.15. Comprobacion del mutante A15/16. (A) Esquema del disefio de
oligonucledtidos utilizados para comprobar el mutante A15/16 por PCR.m gen XRE;HM gen
DUF397;m molde reparacion homologa;® genoma S. coelicolor M145. (B) Gel de agarosa
con las bandas correspondientes wt y mutante.

El andlisis fenotipico del mutante A15/16 mostré un fenotipo diferente en cada uno de

los medios (figura C3.16); en los medios R2YE y YEPD tiene un fenotipo calvo con poca o
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nula produccion de ACT a diferencia del silvestre. En el medio LB también presenta
menor produccién de ACT y si es capaz de emitir micelio aéreo; sin embargo, en el medio
NMMP produce mayor cantidad de ACT, y finalmente en el medio SFM el mutante
produce mas cantidad de ACT o pigmentos que la cepa silvestre. Es decir, en medios ricos
(R2YE, LB y YEPD) produce menos antibidtico y en otros medios, como un medio pobre
(NMMP) y el medio de esporulacién (SFM) produce mas cantidad.

Medio R2YE Medio LB Medio NMMP Medio YEPD Medio SFM
Dia wt mutante wt mutante wt mutante wt mutante wt mutante
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A15/16 5

Figura C3.16. Fenotipo del mutante A15/16, en cinco medios de cultlvo R2YE, LB,
NMMP, YEPD y SFM.

Debido a que el mutante A15/16 mostrd un fenotipo muy diferente respecto al silvestre
en el medio R2YE, solo se analizé la complementacién en este medio. Claramente la
complementacién parcial de la cepa mutante ocurre y el mutante complementado
recupera parcialmente la formacién de micelio aéreo y la produccién de ACT (figura

C3.17).

Medio R2YE

M145-pKC796 A15/16-pKC796 A15/16-pKC7615/16

Figura C3.17. Ensayo de complementacidn. La imagen muestra el fenotipo de la cepa
silvestre M145 con el plasmido pKC796, el mutante A15/16 con el plasmido pKC796, y el
mutante A15/16 con el pKC7615/16.
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La sobreexpresion del sistema SCO7615/16 no daba lugar a fenotipos demasiado
drasticos, tan solo un retraso en la producciéon de ACT en los medios R2YE y NMMP (en
este caso con la sobreexpresion de los genes individualmente).

C3.3 Implicacion de los sistemas XRE-DUF397 en produccion de antibiéticos y/o
diferenciacion

Los resultados obtenidos a partir del estudio de los mutantes de delecidn de los sistemas
SC02246/45, SCO2253/52, SCO4678/79, SCO6236/35 y SCO7615/16 nos permiten

concluir lo siguiente.

Se han observado algunas diferencias fenotipicas mas o menos significativas tanto en la
produccién de ACT como en el desarrollo de la diferenciacion de las cepas mutantes con
respecto a la cepa silvestre S. coelicolor M145 en los diferentes medios ensayados. Al
igual que en los estudios de sobreexpresidon realizados estas diferencias son

dependientes de medio de cultivo.

En general las mutaciones provocan una bajada de la produccién de ACT y un retraso en
la diferenciacidon con una mayor o menor intensidad en los medios ricos en las cepas
carentes de los sistemas de regulacién en estudio y una subida de la produccién de ACT
en estas cepas crecidas en medio minimo NMMP. Esto indica que pueden jugar un papel

regulador tanto positivo en los medios ricos como negativo en los medios pobres.

El mutante A15/16 es el que muestra un fenotipo mas relevante con respecto a la cepa
silvestre en todos los medios ensayados. Asi en medios ricos (R2YE, LB y YEPD) produce
menos antibiético y en otros medios, como el medio pobre (NMMP) y el medio de

esporulacion (SFM) produce mas cantidad.

El hecho de que los fenotipos no sean muy drasticos en general podria deberse a la
redundancia de estos sistemas que podrian compensar la ausencia de uno de ellos en

algunas de las condiciones o medios ensayados.

Los mutantes con un fenotipo mas resefiable (A53/52 en medio YEPD; A78/79 en medio
R2YE; A15/16 en R2YE) fueron capaces de ser complementados con sus

correspondientes plasmidos integrativos portadores de los genes delecionados (figuras
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C3.9, C3.12; C3.17). Por lo tanto, el fenotipo de estas cepas mutantes se debe a la

delecion de los genes SC02253/52, SCO4678/79 y SCO7615/16 y no a efectos polares.

Para las dos cepas mutantes A46/45 y A36/35 que no presentaron un fenotipo diferencial
en los medios de cultivo probados, a futuro se puede realizar el andlisis fenotipico en
otros medios de cultivo para encontrar diferencias y de ese modo realizar la

complementacion.

Por otro lado, esta descrito que la complementacién de mutaciones con plasmidos
derivados de ¢C31 no consigue recuperar totalmente el fenotipo silvestre (Bierman
et al., 1992). Como estrategia para futuros ensayos de complementacion, se construyé
otro plasmido integrativo derivado del plasmido pNG3 (Gonzdlez-Quifionez et al., 2016)
(ver en anexos el apartado Al construccidon de plasmidos derivativos de pNG3) para
cada una de las cepas mutantes expuestas en este capitulo. Este plasmido se integra en
un sitio attB localizado en el gen SC04848 (Gregory et al., 2003), y ha sido utilizado, con
éxito, por otros miembros del laboratorio. Desafortunadamente, no se alcanzé a
desarrollar este segundo ensayo de complementacién, debido a la finalizacién del

tiempo de desarrollo de la investigacion de tesis doctoral.
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Capitulo 4

Analisis transcripcional de la sobrexpresion del gen scri
(5C04441)

Como ya se ha mencionado previamente, en nuestro laboratorio se demostro, de forma
experimental, que uno de los sistemas XRE/DUF397 de S. coelicolor compuesto por las
proteinas codificadas por los genes SCO4441y SCO4442 (scr1/scr2) actua como un fuerte
regulador positivo de la produccién de antibidticos en varias especies de Streptomyces y
no actla como un sistema toxina/antitoxina como proponian otros autores (Makarova
et al.,, 2009) . Adicionalmente, de los 15 sistemas XRE/DUF397 de S. coelicolor, este
sistema es el mas conservado en el filo Actinobacteria, segun la tabla C1.3, que se
desarrollé a partir de la base de datos “Actinoblast”

(http://streptomyces.org.uk/actinoblast/) (capitulo 1).

Debido a estas razones, se realizd un analisis transcripcional de la sobreexpresion del
gen SCO4441 (scr1) en S. coelicolor para poder determinar los cambios transcripcionales
provocados directa o indirectamente por esta sobreexpresidn y definir asi su reguldn;
esto es de gran interés dado que Scrl actda como un fuerte regulador positivo en la

produccién de antibidticos en presencia de la proteina Scr2 (Santamaria et al., 2018.

C4.1 Disefio del ensayo transcripcional

Para comenzar con el andlisis transcripcional se realizé una curva de crecimiento a partir
de esporas de S. coelicolor que contenian el pldsmido multicopia pNX4441 (que
sobrexpresa el gen scrl (S5C04441) y esporas de S. coelicolor con el plasmido vacio
pN702GEM3 como control (10® esporas/mL). Los cultivos se realizaron en matraces
indentados de 50 mL con cultivos de 10 mL de medio NMMP xilosa 1%. La figura C4.1
muestra el desarrollo macro y micro de los cultivos, la curva de crecimiento y la

produccién de ACT y RED.

Para efectos prdacticos, durante este trabajo nos vamos a referir a la cepa que
sobreexpresa el gen scrl (SCO4441) en S. coelicolor como cepa Sscrl y a la que

sobreexpresa el plasmido vacio pN702GEM3 en S. coelicolor como cepa control.
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http://streptomyces.org.uk/actinoblast/
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Figura C4.1. Curva de crecimiento y produccién de antibidticos de las cepas control
(verde) y Sscrl (azul) en medio de cultivo NMMP. (A) Desarrollo macro y micro de los
cultivos a través del tiempo, (B) Curva de crecimiento, (C) Produccion de ACT, (D)
Producciéon de RED.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos de la curva de crecimiento (figura C4.1), se
eligieron los cultivos de 36 y 48 horas para realizar el analisis de RNAseq. Se
seleccionaron estos tiempos ya que a nivel cualitativo ya se observaban diferencias entre
las cepas Sscrl y el control, en la produccion de antibiéticos coloreados de S. coelicolor
(figura C4.1A). Segun su crecimiento, se pudo determinar ambos cultivos estaban en fase

exponencial de crecimiento en estos tiempos de cultivo (36 y 48 h). Sin embargo, aunque
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el crecimiento era algo mayor en la cepa Sscr1 hasta las 48 h, posteriormente ralentizaba
su crecimiento respecto del control (figura C4.1B). Por lo tanto, la sobreexpresion del
gen scrl afectaba al crecimiento a tiempos largos. Respecto a la produccién cuantitativa
de antibidticos se observd un incremento de ACT en todos los tiempos analizados en la
cepa Sscrl (figura C4.1C) a pesar de tener menor biomasa en los tiempos largos y una

disminucion de RED hasta las 60 horas de crecimiento (figura C4.1D).

Para el analisis transcripcional como tal, se realizaron tres replicas biolégicas de cada
tiempo 36h y 48h de cada una de las cepas, Sscrl y control en las condiciones de cultivo
descritas anteriormente. Las muestran utilizadas en el andlisis de RNAseq mostraron
caracteristicas similares de forma macro y micro a la curva de crecimiento figura C4.2A
y Sscrl mostré de forma clara mayor produccidon de ACT a las 48 horas respecto al
control, mientras que, por el contrario, se observa mas produccidon de RED en el control
(figuras C4.2B y C4.2C). De cada una de estas muestras se aislé y purificd el RNA segun

se describe en materiales y métodos en el apartado M12.1. extraccion de RNA.

A Cepa control Cepa Sscrl
36h
48 h
B C
2.00 5.0
4.0
s 1.50 s
= = 3.0
— 1.00 a
g u Control o 20 u Control
o
0.50 10
W Sscrl . W Sscrl
0.00 0.0
36 48 36 48
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura C4.2. Muestra de las cepas control (verde) y Sscrl (azul), a las 36 y 48 horas en
medio de cultivo NMMP. (A) Desarrollo macro y micro de los cultivos a través del tiempo,
(B) Produccidn de ACT, (C) Produccién de RED.
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C4.2 Estimacion de la calidad del RNA

La estimacidn de la calidad del RNA obtenido en cada una de las muestras fue elaborada
por el servicio de gendmica del IBFG mediante el equipo 2100 Bioanalyzer system. Todas
las muestras empleadas para este andlisis transcripcional mostraron ratios de rRNA
(285/18S) superiores a 1 y valores RIN (RNA Integrity Number) superiores a 7; lo que
indicaba que su calidad era adecuada para estudios de expresidn génica (Fleige & Pfaffl,

2006 ) (tabla C4.1).
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Tabla C4.1. Pardmetros de calidad de las muestras de RNA utilizadas en el analisis de
RNAseq de las cepas Sscrl versus control a los dos tiempos de estudio (36 y 48 horas).

Tiempo Muestra Replica biolégica RIN Ratio rRNA 285/18S
1 9.90 1.3
@ Control 2 10 1.3
: i T
© .
" Sscr1 2 10 1.2
3 10 1.2
1 9.90 1.6
@ Control 2 10 1.8
5 3 9.90 1.6
=
- 1 10 1.4
N Sscr1 2 10 1.3
3 10 1.5

En la figura C4.3 se muestra un ejemplo de las graficas que generd el “2100 Bioanalyzer

system” para determinar los RIN de las muestras de RNA.

[FU] 185 285 [FU] 185 285

\
2007 ‘ [ Sscrl 0 Control

100 36 horas | 36 horas

T I I I | |
25 200 1000 4000 [nt]

1 LI I | I
25 200 1000 4000 [nt]

Figura C4.3. Ejemplo de grafica de RIN de dos de las muestras de RNA utilizadas en el
analisis de RNAseq de las cepas Sscrl vs control.
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Las librerias y la secuenciacién de las muestras fueron realizadas por la empresa
Macrogen. Los detalles se muestran en materiales y métodos en el apartado M12.2

libreria, secuenciacién y andlisis.

Se obtuvieron aproximadamente entre 23 millones de transcriptos por muestra, el
emparejamiento de las muestras estuvo sobre un 83 % y el andlisis de componentes
principales (PCA) agrupé de forma correcta las muestras respecto a la cepa y el tiempo

correspondiente de estudio (figura C4.4).
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Figura C4.4. Métricas de control de calidad secuencias RNAseq y de la expresién
diferencial de los genes entre las dos cepas estudiadas: control (verde), Sscr1 (azul). (A)
Numero de transcriptos por millon, (B) Correcto emparejamiento de los fragmentos, (C)
Andlisis de componentes principales.

Los analisis de los datos obtenidos se realizaron con la ayuda del programa RANA-seq

(https://ranaseq.eu/), que es una plataforma interfaz que permite filtrar y cuantificar los

fastq, realizar el control de calidad, la cuantificacién de expresion génica y la expresion
diferencial (Prieto & Barrios, 2019). Para los analisis estadisticos y el manejo de los datos

en crudo se conté con la colaboracidn del Dr. Juan Fernando Alzate Restrepo, miembro
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del Centro Nacional de Secuenciacion Gendmica de la Universidad de Antioquia-
Colombia, quien también se encargé de depositar los datos obtenidos en formato fastq

en la base de datos NCBI SRA (BioSample accessions: SAMN31777774, SAMN31777775).

C4.3 Analisis de expresion diferencial

En el analisis de expresion diferencial de la cepa Sscri, el log2FC determind el grado de
cambio en la expresion, se establecio que valores por debajo de o iguales a -1 (log2FC <
-1) indicaban genes subexpresados y valores superiores o iguales a 1 (log2FC > 1)
mostraban genes sobreexpresados. Todos estos cambios de expresion génica fueron
determinados respecto al control (Sscrl vs control) y se consideraron con validez
estadistica los que presentaban, ademas del cambio en la log2FC, un padj (p valor

ajustado) < 0.05.

Tras el andlisis correspondiente, los datos mostraron que 1308 y 1340 genes, a las 36
horas y 48 horas respectivamente, se encontraban diferencialmente expresados con
significacién estadistica. De esos genes, a las 36 horas se encontraban subexpresados
336 genes y sobreexpresados 972 genes; mientras que, a las 48 horas se subexpresaron

171 genes y se sobreexpresaron 1169 genes (figura C4.5).

36 horas 48 horas

M Genes sobreexpresados B Genes subexpresados
(Sscr1/Control) (Sscr1/Control)

Figura C4.5. Niumero de genes sobreexpresados (log2 FC > 1) y subexpresados (log2 FC
<-1) en el andlisis transcripcional Sscr1 con respecto a la cepa control a las 36 y 48 horas.
Los genes seleccionados presentaban padj < 0,05.
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Los datos mostraron que de las 36 a las 48 horas aumentaban los genes sobreexpresados
y, por el contrario, los genes subexpresados disminuyeron de las 36 a las 48 horas. Esta
claro que en ambos tiempos casi el 70 % o mas de los genes diferencialmente

expresados, se encontraban sobreexpresados.

El papel bioldgico de los genes diferencialmente expresados se determiné a través del

programa STRING (https://version-11-5.string-db.org/), que es una plataforma web, la

cual realiza un analisis de enriquecimiento funcional de redes de interaccion proteina-

proteina.

Para este abordaje, se introdujo la lista de todos los genes diferencialmente expresados
para cada uno de los dos tiempos de estudio, 36 y 48 horas, en el programa. De este
modo la plataforma nos facilité la informacién de los genes de funcién conocida, o de
los que habia algun tipo de informacién (localizacién, similitud...), agrupandolos en
relacion con su funcidn (en las diferentes rutas metabdlicas) y generando redes de
interaccidn tanto dentro de cada agrupacidn como entre las distintas agrupaciones.
Alguno de los genes seleccionados estaba incluido en mas de uno de estos procesos o
agrupaciones (solapamiento funcional), como se indicard posteriormente. También, y
como era de esperar, muchos de los genes diferencialmente expresados no aparecian en
ninguna de las agrupaciones puesto que no existia ninguna informacién al respecto
sobre ellos; y, por lo tanto, el sistema no los incluyé en ninguna de las interacciones o

agrupaciones y no se ha podido discutir en el trabajo su importancia.

Adicionalmente al estudio funcional realizado con STRING y puesto que nuestro principal
interés era la produccién de metabolitos secundarios (antibiéticos) y el papel activador
de Scrl en dicha produccidon, se utilizdé el programa antiSMASH

(https://antismash.secondarymetabolites.org/). Con este programa pudimos posicionar

los clusters que codificaban metabolitos secundarios en S. coelicolor y, posteriormente,
compararlos para identificar los genes que se estuvieran expresando diferencialmente

en el analisis transcripcional de la cepa Sscri.

A continuacion, y para la discusion de los datos obtenidos, se detalla el analisis funcional
realizado con la plataforma STRING de la expresién diferencial de los genes. En primer

lugar, se analiza de forma general en qué grupos funcionales se encuentran dichos genes
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en cada uno de los tiempos, 36 y 48 horas; y también se analiza el solapamiento
funcional existente de estos genes (pertenencia del mismo gen a varios grupos
funcionales segun los describe la plataforma). Este solapamiento funcional de alguno de
los genes se debe, en parte, a que algunos de los grupos funcionales que el programa
propone son muy amplios y otros son mas especificos; por lo tanto, estan presentes
tanto en la categoria general como en la especifica (ver los siguientes apartados). En
segundo lugar, se analizan las rutas metabdlicas, operones y genes de interés
diferencialmente expresados en cada uno de los tiempos encontrados en cada una de
las agrupaciones propuestas por STRING realizando un estudio y discusién detallada de
su significacién.

C4.3.1 Analisis funcional de los genes diferencialmente expresados alas 36 horas (Sscr1
versus control)

En el caso de los 1308 genes que estaban expresados de forma diferencial a las 36 horas,
el programa STRING consiguid asociar estos genes a diez agrupaciones que comprenden
varias rutas metabdlicas relacionadas funcionalmente entre si. Cabe aclarar que no
todos los 1308 genes expresados diferencialmente a las 36 horas fueron asociados a una
de estas 10 agrupaciones metabdlicas por falta de informacidn en las bases de datos de
los mismos, como se ha explicado con anterioridad. Por esta razén no aparecen todos
los 1308 genes en las figuras C4.6 y C4.7. Los otros genes diferencialmente
sobreexpresados se muestran en el anexo A2 numero total de genes diferencialmente

sobreexpresados en el analisis transcripcional de la cepa Sscr1.

La agrupacion funcional con mayor representacion de genes fue la denominada en
STRING como “vias metabdlicas”. Esta agrupacién abarca muchos procesos que son la
base del metabolismo primario en general y muchos procesos del metabolismo
secundario, como se detallara en sucesivos apartados. También se observaron genes
diferencialmente expresados asociados a otras agrupaciones mas especificas y
denominadas en la plataforma como: “biosintesis de metabolitos secundarios”,
“biosintesis de antibidticos dependientes de calcio”, “metabolismo microbiano en
diversos ambientes” “metabolismo del carbono”, “metabolismo de purinas”,

”n u

“metabolismo de acidos grasos”, “biosintesis de aminoacidos”, “transportadores ABC” y
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“sistema de dos componentes”. Se utilizara esta nomenclatura para el analisis detallado

de los datos a partir de aqui y en los siguientes apartados.

. Vias metabdlicas

. Biosintesis de metabolitos secundarios

Metabolismo microbiano en diversos ambientes

Metabolismo del carbono

. Sistema de dos componentes
Transportadores ABC
[ Biosintesis de antibicticos dependiente de calcio

Metabolismo de acidos grasos

Metabolismo de Purinas

. Biosintesis de aminodacidos

Red de las rutas metabdlicas
sobreexpresadas a las 36 horas
Sscrl/control.

— 3

Figura C4.6. Red de las categorias funcionales sobreexpresadas en el analisis
transcripcional de las cepas Sscrl vs control a las 36 horas. Los nimeros dentro de los
circulos representa los genes presentes en cada categoria; los colores corresponden a
las categorias funcionales indicadas en la leyenda. Las lineas indican el desglose de esos
genes en las categorias mas especificas (cuanto mas a la derecha).

En la figura C4.6 se muestra cdmo estan asociados los diferentes genes sobreexpresados
de estas agrupaciones funcionales a las 36 horas. Cada una esta representada por un
circulo de un color diferente y los nimeros del interior de cada circulo indican los genes
totales diferencialmente expresados de una agrupacion (a la izquierda de la imagen). A

su vez se muestran los solapamientos funcionales que se han encontrado entre dos
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categorias, y se muestran por la unién por una linea entre ellas (manteniendo el cédigo
de colores); y en el nuevo circulo se especifica a su vez el nUmero de genes de la categoria
anterior (izquierda de la figura) compartido entre ambas. Los circulos que no se unen a
ninguna linea, significa que tienen genes que solo se encontraron asociados a esa

agrupacion.

Es evidente que la categoria denominada “vias metabdlicas” (verde aguamarina en la
figura C4.6), que agrupa la red metabdlica tanto primaria como secundaria de las células,
es la que mas genes diferencialmente expresados presenta (89 + 40); y que, ademads, 89
de ellos estdn compartidos con otras seis categorias mds especificas con diferente
numero de genes en cada una de ellas (figura C4.6). En el extremo opuesto se
encuentran los genes asociados a la categoria “transportadores ABC” (de color rosa en
la figura C4.6) con 15 diferencialmente expresados no compartidos; en este caso tan solo

1 de los genes comparte su funcién con la categoria “sistema de dos componentes”.

Por otra parte, las dos agrupaciones; “biosintesis de metabolitos secundarios” (color
rosado oscuro) y “metabolismo microbiano en diversos ambientes” (color naranja claro),
también presentan un elevado numero de genes diferencialmente expresados. Gran
cantidad de sus genes estan, ademas, integrados a su vez en otras agrupaciones
funcionales todavia mas especificas. De este modo, 60 y 23 genes estan compartidos
respectivamente con la categoria general “vias metabdlicas”; y, a su vez algunos de estos
estdn compartidos en otras categorias mas especificas. Por ejemplo, dentro de los 60
genes de “biosintesis de metabolitos secundarios” se encuentran los 23 genes de
“metabolismo microbiano en diversos ambientes”. Tan solo 6 genes de “biosintesis de
metabolitos secundarios” y 1 de “metabolismo microbiano en diversos ambientes” no
se encuentran en las otras categorias. Se puede inferir que dentro de la categoria general
de “vias metabdlicas”, las de “biosintesis de metabolitos secundarios” y “metabolismo
microbiano en diversos ambientes”, son las dos categorias con mayor representacion de
genes sobreexpresados en este analisis transcripcional. Asi mismo estas son también, las
gue presentan mas cantidad de genes que pueden integrarse en otras todavia mas
especificas. Por Ultimo, hay que indicar que la categoria de “transportadores ABC”, es la

gue presenta menos genes con solapamiento funcional (figura C4.6).
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Respecto a los genes subexpresados a las 36 horas, disminuyen notablemente los genes
diferencialmente expresados, y sigue siendo la categoria general “via metabdlica”, la mas
representativa en nimero de genes (18 + 6), y de nuevo se desglosan en las categorias
mas especificas “metabolismo microbiano en diversos ambientes” (color naranja claro -
13 genes) y “biosintesis de metabolitos secundarios” (color rosado oscuro 5 genes). En

Ill

este caso no se estan subexpresando genes asociados al “metabolismo de acidos grasos”,

como tampoco genes asociados a la “biosintesis de antibiéticos dependientes de calcio”

(figura C4.7).

13
Red de las rutas metabdlicas
subexpresadas a las 36 horas
\ Sscrl/control

Vias metabdlicas

Biosintesis de metabolitos secundarios

Metabolismo microbiano en diversos ambientes

Metabolismo del carbono

. Sistema de dos componentes

Transportadores ABC

Metabolismo de Purinas

Figura C4.7. Red de las categorias funcionales subexpresadas en el analisis
transcripcional de las cepas Sscrl vs control a las 36 horas. Los niumeros dentro de los
circulos representa los genes presentes en cada categoria; los colores corresponden a
las categorias funcionales indicadas en la leyenda. Las lineas indican el desglose de esos
genes en las categorias mas especificas (cuanto mas a la derecha).

C4.3.2 Andlisis funcional de los genes diferencialmente expresados s a las 48 horas
(Sscr1 versus control)

Como ya se habia mencionado anteriormente, a las 48 horas se encontraron 1340 genes
expresados diferencialmente. El programa STRING asocié estos genes a diferentes

I “"

categorias funcionales siendo también la categoria general “via metabdlica” la que

mostré el nimero mas alto de genes asociados como cabia esperar (41 + 140 genes;
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color verde aguamarina) (figura C4.8). Al igual que a las 36 horas cabe aclarar que no
todos los 1340 genes expresados diferencialmente a las 48 horas fueron asociados a una
categoria dado la falta de informacién disponible sobre ellos. Por esta razén no aparecen
todos los 1340 genes en las figuras C4.8 y C4.9. Los otros genes diferencialmente
sobreexpresados se muestran en el anexo A2 numero total de genes diferencialmente

sobreexpresados en el andlisis transcripcional de la cepa Sscr1.

Red de las rutas metabdlicas
sobreexpresadas a las 48 horas
Sscrl/control

31
1
13
. Vias metabdlicas
. Biosintesis de metabolitos secundarios
1 Metabolismo microbiano en diversos ambientes
Metabolismo del carbono
1 6

Transportadores ABC
Metabolismo de Purinas
. Biosintesis de aminoacidos
. Biosintesis de aminoacil-tRNA
. Degradacion de valina, leucina e isoleucina

. Metabolismo de la argininay la prolina

Figura C4.8. Red de las categorias funcionales sobreexpresadas en el analisis
transcripcional de las cepas Sscrl vs control a las 48 horas. Los numeros dentro de los
circulos representa los genes presentes en cada categoria; los colores corresponden a
las categorias funcionales indicadas en la leyenda. Las lineas indican el desglose de esos
genes en las categorias mas especificas (cuanto mas a la derecha).
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En este caso los genes igualmente se asociaron a 10 categorias funcionales, contando la
general “via metabdlica”. De ellas, 7 categorias coinciden con las observadas a las 36
horas: “biosintesis de metabolitos secundarios”, “metabolismo microbiano en diversos
ambientes”, “metabolismo del carbono”, “transportadores ABC”, “metabolismo de
purinas” y “biosintesis de aminodcidos”. Sin embargo, a las 48 horas entran en juego
genes asociados a tres categorias diferentes: “biosintesis de aminoacil tRNA”,
“degradacion de valina, leucina e isoleucina” y “metabolismo de la arginina y la prolina”;
y no aparecen genes asociados a las categorias de: “sistema de dos componentes”,

“biosintesis de antibioticos dependiente de calcio” y “metabolismo de acidos grasos”

presentes a las 36 horas.

Por otro lado, el nimero de los genes subexpresados a las 48 horas disminuye casi a la
mitad de los genes subexpresados detectados a las 36 horas. A este tiempo, solo se

Ill

subexpresan genes asociados a 7 categorias, la general “vias metabdlicas”, y las mas

especificas: “biosintesis de metabolitos secundarios”, “metabolismo microbiano en
diversos ambientes”, “metabolismo del carbono”, “transportadores ABC”, “biosintesis de
aminodcidos y metabolismo de arginina y prolina”, cada una de ellas con el nidmero de

genes indicado en la figura C4.9.

Ademas, se observd que, a las 48 horas de la misma manera que a 36 horas, las
categorias: “vias metabdlicas”, “biosintesis de metabolitos secundarios” y “biosintesis de
aminodacidos”, tenian mas nimero de genes subexpresados asociados. Mientras que, la
categoria “transportadores ABC” sigue siendo de las mas especificas, no presentando

solapamiento funcional con el resto (figura C4.9).

Las figuras C4.6 a C4.9, dejan entrever de forma global el desglose entre categorias de
los genes que se expresan diferencialmente en la cepa Sscrl con respecto al control.
Como ya se ha mencionado, es obvio notar que la categoria “via metabdlica” sea la base
o el comienzo de la red de categorias especificas que se utilizan en este analisis
transcripcional, dado que, en si, esta categoria encierra todos esos procesos que enlazan

el metabolismo primario, con el metabolismo secundario.
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Red de las rutas metabdlicas
subexpresadas a las 48 horas

Sscrl/control
2 1
5

3

. Vias metabdlicas
. Biosintesis de metabolitos secundarios

Metabolismo microbiano en diversos ambientes

Metabolismo del carbono

Transportadores ABC
. Biosintesis de aminoacidos

. Metabolismo de la argininay la prolina

Figura C4.9. Red de las categorias funcionales subexpresadas en el analisis
transcripcional de las cepas Sscrl vs control a las 48 horas. Los numeros dentro de los
circulos representa los genes presentes en cada categoria; los colores corresponden a
las categorias funcionales indicadas en la leyenda. Las lineas indican el desglose de esos
genes en las categorias mas especificas (cuanto mas a la derecha).

La informacidn obtenida con STRING también fue utilizada para generar tablas de cada
una de las categorias funcionales sobreexpresadas o subexpresadas en este andlisis
transcripcional tanto a las 36 y 48 horas. En estas tablas se muestra el nombre de cada
gen, informacion sobre su funcién y el fold change (FC) obtenido en el ensayo de RNAseq
Sscrl vs control de cada gen en paralelo a las 36 y 48 horas y se muestran y discuten en

los siguientes apartados (tablas C4.2 a la C4.16).

Por lo tanto, a continuacidn, se analizaran las distintas categorias individualmente y se
profundizara en los procesos bioldgicos y rutas metabdlicas en los que estan implicados
los genes presentes en ellas. Cabe aclarar que las rutas representadas graficamente no
siempre la incluyen en su totalidad, sino que tiene las etapas en las que participan los

genes que se expresaron diferencialmente en el analisis transcripcional.
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C4.3.3 Genes de la categoria general “vias metabdlicas”

Debido a que la categoria general de “vias metabdlicas” incluye muchas otras categorias
mas especificas, como ya se ha mencionado, en la tabla C4.2, por efectos practicos, solo
se incluyeron los genes que el programa STRING asocié exclusivamente a esta categoria
a ambos tiempos de estudio. Los otros genes a su vez incluido en categorias mas
especificas seran discutidos en el apartado correspondiente a esas categorias. A
continuacién, se discutirdn algunos de los grupos de genes o genes importantes
diferencialmente expresados, en el analisis transcripcional de Sscr1 correspondientes a

esta categoria general.
Genes de biosintesis de ergotioneina

En latabla C4.2 se observa que los genes correspondientes a él operdn de la ergotioneina
(EGT) egtABCD (SCO0910 al SC00913), se encuentran sobreexpresados a las 36 horas

mientras que, a las 48 horas ya no estan diferencialmente expresados.

La EGT es un aminoacido inusual derivado de la histidina que contiene azufre, este
compuesto solo puede ser sintetizado por algunos hongos, micobacterias y
actinobacterias, ademas ayuda en la regulacién de la fisiologia microbiana, la
homeostasis redox, el metabolismo celular y en la capacidad patégena de varios
microorganismos, como es el caso de Mycobacterium tuberculosis (Cumming et al.,
2018). Este compuesto, protege a S. coelicolor frente a diversos factores de estrés
oxidativo (Nakajima et al., 2015); sin embargo, sus funciones bioldgicas aun no se han

descifrado completamente.

La via biosintética de EGT se describid in vitro en las micobacterias, en esta via
intervienen 5 pasos, catalizados por los genes egtABCDE (Seebeck, 2010) (Figura C4.10).
En S. coelicolor se encuentran los cuatro primeros genes en él operdn egtABCD (SCO0910
al SCO0913), sin embargo, el ortélogo del gen egtE se encuentra fuera del operdn, es el
gen SC01921 una hipotética aminotransferasa (Nakajima et al., 2015). En nuestro

estudio no se detecté cambio de expresidn en este gen ni a 36 ni a 48 horas.
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Tabla C4.2. Andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control.
“Vias metabodlicas” [ genes subexpresados pgg genes sobreexpresados.

36 horas 48 horas
Gen Nombre Producto
log2FC padj Log2FC padj
SC00171 5CJ1.20 Nicotinato fosforribosiltransferasa -1.2 8.50E-04 -1.3 1.20E-11
SCo0179 SCJ1.28¢  Posible deshidrogenasa que contiene zinc -1.4 1.50E-05
SC00259  SCF1.01  Probable alcohol deshidrogenasa - 6.10E-05
SCO0668  SCF91.28c  Posible flavoproteina 3.806-06/ W@ 3.00E-03
SC00681 SCF15.02  Ferredoxina/flavodoxina-NADP+reductasa -1.1 1.70e-16. -1.7 3.20E-15
SCO0910 egtA Glutamato--cisteina ligasa 2.00E-28
SCO0911 egtB Gamma-glutamil hercinilcisteina s-6xido sintasa 8.00E-22
SCO0912 egtC Gamma-glutamil hercinilcisteina s-6xido hidrolasa 2.60E-15
SCO0913 egtD L-histidina nalfa-metiltransferasantesis de la ergotioneina 1.30E-17
SCO0958 SCM11.13c¢ Diacilglicerol o-aciltransferasa / cera sintasa 4.10E—08- 4.50E-02
SCO01244 bioB Biotina sintasa 8.40E-48
SCO1245 bioA Aminotransferasa BioA 1.30E-56
SCO01246 bioD Detiobiotina sintetasa 1.20E-32
5C01429 chiD Quitinasa 5.60E-08
SC01776 pyrG Ctp sintetasa 2.80E-10
SC01984  SC3C9.19c  S-metiltioadenosina/S-adenosilhomocisteina desaminasa 1.40e-22[ 28 1.70E-04

5.50E-13 1.80E-14
1.90E-31 1.40E-10
1.10E-33 2.10E-04
3.60E-07
1.50E-05

3.005-24- 1.80€-11]

7.60E-14
2.90E-12

SC01989  SC7H2.03c  Prolina iminopeptidasa 1.0
SC01996 coakE Defosfo-coa quinasa

SC02346  SCC8A.04c  Manitol-1-/azlcar-/sorbitol-6-fosfatasa
SC02542 gudD Glucarato deshidratasa

SC02543  SCC77.10c  5-dehidro-4-desoxiglucarato deshidratasa
|5C02776 accD1 Acetil/propionil CoA carboxilasa, subunidad beta
SC02821 SCBAC17F8.12c Posible pectato liasa

SC03072  SCE25.13c  Beta-ureidopropionasa

5C03073 hutU Urocanato hidratasa

SC03197 SCE22.14c  1-fosfofructoquinasa

SC03403 folE GTP ciclohidrolasa 1

SCO3463  SCE46.20  Probable fosforilasa -1.1 6.40E-06

SC04169  SCD66.06  Probable oxidorreductasa 5.10E-04 2.20E-02
5.90E-43 8.30E-31
6.90E-05 2.60E-02

4.80E-95

2.00E-03
8.10E-08 3.50E-02

3.10E-12

SC04279 SCD95A.12c Posible acetiltransferasa

5C04307 murQ Acido N-acetilmuramico 6-fosfato eterasa
SC04828 gbsA Betaina-aldehido deshidrogenasa 2.20E-04
5C04932 hutH Histidina amoniaco-liasa 8.60E-40 3.60E-05

2.80E-06
4.70E-05
1.30E-12
SC05370 atpH Delta de la subunidad atpasa transportadora de h+ de tipo F| 1.0 | 3.60E-11
SCO5680  SC5H4.04c  Probable citidina desaminasa -1.3  3.30E-10

SC05050 SCK7.23  Udp-n-acetil-d-glucosamina deshidrogenasa 2.20E-02
SC05235 SC7E4.32  Beta-n-acetilhexosaminidasa

SC05367 atpB Subunidad a de la atpasa transportadora de h+ de tipo F

1.60E-40
1.40E-20 -1.1  4.10E-07
5.50E-04
1.20E-04

3.70e-35 20 2.30E-06
8.00E-14 {2080 2.20E-04

SC06423  SC1A6.12c  Lipoato-proteina ligasa

SCO6654  SC5A7.04c  Proteina no caracterizada

SCO6730 SC5F2A.13  Alfa-metilacil-coa racemasa

SC06844  SC3D9.12c  DNA (citosina-5)-metiltransferasa 1

SCO7050 SC4G1.16c Probable D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa

SCO7141  SC9A4.03c  Supuesta NADH deshidrogenasa/NAD(P)H nitroreductasa

'
N
(Y]

SCO7311  SC5F8.21c  Probable aminoacido descarboxilasa 2.10E-04
SC07412 SC6D11.08 Piruvato deshidrogenasa (quinona) 4.70E-05
101 5.6
-

Si la EGT ayuda frente al estrés oxidativo, puede ser importante su actividad en la cepa
Sscrl a las 36 horas, ya que en este momento la cepa comienza a transcribir genes del
cluster biosintético de la actinorrodina y otros metabolitos secundarios que pudieran

tener propiedades antibidticas (Tabla C4.3, C4.4 y C4.9), y debido a que se ha
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comprobado que los antibidticos con diversas dianas, aumenta la respiracion bacteriana,
posibilitando la generaciéon de especies reactivas de oxigeno, que inducen el estrés
redox; el cual puede contribuir al deterioro de la célula (Dwyer et al., 2014). Es posible
que la activacion del operdn de la EGT sea una respuesta natural autoprotectora, junto
a otros procesos de resistencia, como las bombas de expulsidn activa (Y. Xu et al., 2012)
que normalmente contrarrestan los efectos que pudieran causar los antibidticos que

esta produciendo la misma célula.

| Biosintesis de L-cisteina | |

| Biosintesis de la L-histidina | |
i L-cisteina
L-histidina ATP
L-glutamato iataf
3 S-adenosil-L-metionina L-histidina N g glutamato-§lstelna
3 H+ metiltransferasa H+ ligasa (Ms): Ms-egtA
3 S-adenosil-L-homocisteina (Ms): Ms-egtD ADP fosfato
Hercinina Y L-glutamil-L-cisteina
Dioxigeno hercinina oxigenasa
(formadora-Y —
glutamil-hercinilcisteina
H20 sulfoxido) (Ms): Ms-egtB

Y -L-glutamil-S-(hercin-2-il)-L-cisteina S-6xido

H20 Y -glutamil-hercilcisteina
sulféxido hidrolasa (Ms): Ms-egtC
L-glutamato

S-(hercyn-2-il)-L-cisteina S-6xido

Piruvato amonio

2-(hidroxi sulfanil) hercinina

un portador reducido de dos electrones
H20 espontaneo

un portador de electrones oxidado

ergotioneina

espontaneo

ergotioneina

(forma tidnica)
Figura C4.10. Ruta biosintética de la ergotioneina. (Seebeck, 2010), describié la
identificacion del grupo de genes biosintéticos de la ergotioneina a partir de
micobacterias y realizd una reconstitucién en vitro de este proceso en Mycobacterium
smegmatis. En azul genes sobrexpresados, en rojo genes subexpresados y en naranja
genes que no se expresaron diferencialmente en la cepa Sscrl. Se uso la pagina de
MetaCyc https://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?object=PWY-7255 para extraer la ruta.
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Otro papel en el cual pudiera estar participando la EGT, es como vehiculo para moldear
el ensamble de algunas moléculas. Zhao y sus colaboradores 2015, comprobaron que el
EGT junto con el micotiol (MSH3 contribuyen en la sintesis de la lincomicina A, en la
especie Streptomyces lincolnensis un antibidtico de licosamida, que contiene azufre

(Zhao et al., 2015).
Genes del operdn biosintético de la biotina

Tres genes, bioBAD (SCO1244, SCO1245, SCO1246), que forman parte en el proceso de
sintesis de biotina se encuentran sobreexpresados solo a las 36 horas (tabla C4.2). La
biotina es un cofactor importante en la biosintesis de malonil coenzima A (malonil-coA),
el cual es utilizado como unidad de elongacién para la biosintesis de acidos grasos.
Malonil-coA también proporciona las unidades para la elongacién de metabolitos
secundarios como la actinorrodina y undecilprodigiosina en S. coelicolor (mas adelante
se discute la expresion diferencial de los genes asociados a estos dos metabolitos) (E.
Rodriguez et al., 2001). En este caso la biotina esta cumpliendo un papel importante en
el metabolismo primario de la célula, en la produccidn de precursores que luego seran

usados en la construccion de metabolitos secundarios (figura C4.11).
Otros genes de interés

Ademas, el gen accD1(SC0O2776), que estd sobreexpresado a las 36 y 48 horas (tabla
C4.2). Este gen sintetiza una propionil-coA carboxilasa que junto con la biotina en S.
coelicolor, genera los bloques que luego seran utilizados en la sintesis de dcidos grasos y
policétidos (metabolitos secundarios, como la actinorrodina) (Bramwell et al., 1996).
Esta reaccidn sucede en dos pasos, en la primera reaccién, el cofactor biotina es unido a
la proteina transportadora biotina-carboxilasa (BCCP) como un brazo oscilante; y en la
segunda reaccién, una enzima carboxiltransferasa (CT) cataliza la transferencia del grupo
carboxil de la carboxibiotina al propionil-coA para formar metilmalonil-CoA) (Arabolaza

et al., 2010; Bramwell et al., 1996).

En general, se observa que los genes que estan diferencialmente expresados incluidos
en “vias metabdlicas” (tabla C4.2), la mayoria de ellos estan diferencialmente expresados
a las 36 horas, mientras que a las 48 horas solo el 41 % de estos, muestra una expresion

diferencial.
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Biosintesis de biotina
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Figura C4.11. Biosintesis de biotina. En azul las proteinas sobreexpresadas en la cepa
Sscrl “vias metabdlicas” (tabla C4.2). Tomado de la base de datos KEGG. (Kanehisa et
al., 2022).
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C4.3.4 Genes asociados a la categoria “biosintesis de metabolitos secundarios”

La representacion de los genes diferencialmente expresados incluidos en la categoria de
metabolitos secundarios se desglosa en dos tablas (tablas C4.3 y C4.4). Se van a discutir
los hallazgos mas importantes observados en cada una de ellas. Solo se incluyeron los
genes que se consideraron pertinentes discutir. Algunos de los genes compartidos con

otras rutas se discuten en las rutas mas especificas.

Los metabolitos secundarios son moléculas activas, las cuales no son esenciales para el
organismo que los produce, pero les proporciona una ventaja competitiva frente a otros
organismos (Bennett & Bentley, 1989). S. coelicolor se caracteriza por tener mas de 20
clusters biosintéticos de metabolitos secundarios (Bentley et al., 2002), muchos de ellos
no son producidos en condiciones de laboratorio. Por eso se utilizan estrategias
genéticas para poder activar esos clusteres que permanecen silenciados en este género.
Una de esas estrategias, es entender los genes que intervienen en la regulacion de estos

clUsteres.

En el andlisis transcripcional de la cepa Sscr1 se observé un adelanto en la expresion
diferencial de algunos de los genes del cluster de la actinorrodina; en el que, el gen actll-
ORF4 (SCO5085) se sobreexpreso solo a las 36 horas, 11 de ellos se sobreexpresaron a
las 36 y 48 horas, mientras que los genes del resto del cluster diferencialmente
expresados, se sobreexpresaron solo a las 48 horas (tabla C4.3). Por otra parte, solo el
gen redX (SCO5878) del cluster de la undecilprodigiosina se sobreexpresé a las 36 horas,
mientras los otros genes del cluster se subexpresaron solo a las 48 horas (tabla C4.4). A

continuacidn, se discuten los hallazgos.
Cluster de actinorrodina (ACT)

La ACT quimicamente pertenece al grupo de las benzoisocromanoquinonas y es un
antibiético de tipo policétido coloreado, que a pH acido presenta una coloracién rojay a
pH basico, es de color azul (Rudd & Hopwood, 1979). También se caracteriza por
presentar actividad bacteriostatica frente a bacterias Gram positivas (Mak & Nodwell,

2017).
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Tabla C4.3. Andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control.
“Biosintesis metabolitos secundarios”
I genes subexpresados M genes sobreexpresados.

Gen Nombre Producto 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj

SCO0489 SCF34.08c  Proteina hipotética conservada 5.10E-04

SCO0565 SCF73.12c  Supuesta poliprenil sintetasa 8.50E-10 3.00E-03

SCO0568 SC8B3.02c  Poliprenil sintetasa 2.70E-19 7.90E-09

$C00774 35CF60.06c Acido pentalénico sintasa 1.10E-56 1.00E-20 -
SC01441 ribBA 3,4-dihidroxi-2-butanona 4-fosfato sintasa/gtp ciclohidrolasa Il 3.00E-03 tg
SCO1759 25CiI34.12c Posible transferasa 1.0 1.90E-06 2
S5C02256 panB 3-metil-2-oxobutanoato hidroximetiltransferasa 3.70E-10 g
SC02649 SC8E4A.19c Probable 4-alfa-glucanotransferasa 3.50E-24 o
SC02778 hmglL Hidroximetilglutaril-CoA liasa 2.90E-53 - 4.40E-08 'rgu
SC02779 acdH Acil-coa deshidrogenasa de cadena corta/ramificada 6.70E-85 6.50E-08 £
5C03028 manB Fosfomanomutasa 1.0 | 2.80E-02 ﬁ
5C03203 bar Fosfinotricina acetiltransferasa 1.40E-06

SCO3218 SCE8.11c  Proteina hipotética conservada pequefia . 7.50E-23 4.00E-27

SC03227 SCE63.06  (S)-3,5-dihidroxifenilglicina transaminasa 3.00E-14

SC03228 SCE63.05 Probable glicolato oxidasa 3.50E-08 6.70E-13

SC03229 SCE63.04  Probable acido 4-hidroxifenilpiravico dioxigenasa 1.80E-23 1.30E-25]

SCO3242 SCE29.11c  Posible transferasa 3.80E-09 7.00E-03]

SC03243 SCE29.12c  Posible mioinositol fosfato sintasa 7.40E-17 1.80E-13}

SC03249 SCE29.18c Probable proteina portadora de acilo 6.90E-11 3.50E-05

SCO3306 SCE68.04c  2-aminoadipato transaminasa 1.00E-02

SC03739 SCH22A.17 Posible epimerasa I8N 2.90E-10 1.50E-02

SC04233 ispD 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato citidililtransferasa 4.00E-06

SC04234 ispF 2-C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato sintasa 1.00E-03

SC04288 SCD95A.21 Trehalosa 6-fosfato fosfatasa 8.00E-03

SC04583 SCD20.01  Heptaprenil difosfato sintasa - 1.70E-24

SC04593 SCD20.11c Nad(p)h deshidrogenasa (quinona) 4.20E-20 - 1.30E-02

SC04916 SCK13.08c Posible fosfomanomutasa 1.0 1.60E-02

SC05071 SCBAC20F6.14c Biosintesis de actinorrodina proteina actVA . 7.40E-09 1.10E-18

SC05072 ORF1 Hidroxilacil-CoA deshidrogenasa 5.60E-09 2.70E-10

SCO5073 ORF2 Posible oxidorreductasa 1.1 | 8.50E-08 3.70E-09

SC05074 SCBAC20F6.17 Posible deshidratasa [ 13 |3.60E-10 2.00E-10)

SCO5075 ORF4 Posible oxidorreductasa 1.1 | 1.70E-08 2.20E-10

SCO5076  actVA1  Proteina de membrana integral - 1.40E-08 4.20E-09

SC05077 actVA2 Proteina hipotética 1.60E-07 3.90E-06

SC05078 actVA3 Posible proteina 3.60E-13

SC05079 actVA4 Proteina hipotética 1.0 5.00E-08 1.10E-11

SCO5080 actVA5 Supuesta hidrolasa 6.70E-09

SCO5081 actVA6 Gen biosintético de actinorrodina 2.30E-07

SCO5082 actll-1 Supuesta proteina reguladora transcripcional 1.30E-14 9.10E-09

SCO5083 actll-2 Supuesto transportador de actinorrodina 1.80E-69 2.10E-05

SCO5084 actll-3 Supuesta proteina de membrana 7.60E-82 1.70E-09

SCO5085 actll-ORF4  Proteina activadora de grupos de actinorrodina 2.00E-16

SCO5086 actlll Cetoacil reductasa 1.60E-13]

SCO5087  actlORF1  Sub. alfa de la beta-cetoacil sintasa de policétido de ACT 4.40E-14]

SCO5088 actlORF2  Sub. beta de la beta-cetoacil sintasa del poliquétido de ACT 2.70E-19

SCO5089  actlORF3  Policétido sintasa de actinorrodina portadora de acilo 8.00E-03

SCO5090 actVil Policétido sintasa bifuncional ciclasa/deshidratasa de ACT 4.90E-16

SCO5091 actlV Ciclasa 2.60E-13

SC05092 actVB Policétido de actinorrodina posible dimerasa 2.70E-22

SCO5093 ORF7 Supuesta proteina del minicirculo 6.20E-07

SCO5094 ORF8 Supuesta metiltransferasa 3.20E-08

-2.9 11 5.6

En el andlisis transcripcional se observé que 24 de los 25 genes que pertenecen al cluster
de la biosintesis de ACT estan sobreexpresados; 12 de los genes de este cllster se
sobreexpresaron a las 36 horas (tabla C4.3, figura C4.12). Entre ellos se encuentra el gen
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actll-ORF4 (SCO5085) que es un regulador transcripcional de unién al DNA, que regula
de forma positiva los genes biosintéticos de la actinorrodina, siendo el regulador
especifico de esta ruta (Arias et al., 1999). En Streptomyces por lo general siempre hay
un regulador principal de ruta, el cual, recibe aportes de varias fuentes y a su vez es

regulado por otros reguladores pleiotrépicos (van Wezel & McDowall, 2011).

SCBAC20F6.14c (SCO5071)
SCBAC20F6.15(SC05072)

oRF2 (5C05073)
SCBAC20F6.17 (SCO5074)

oRF4 (SCO5075)
actil-ORF4 (SCO5085)

actVA1 (SCO5076)
actVA2 (SCO5077)
actVA3 (SC05078)
actVA4 (SCO5079)
actVAS (SCO5080)
actVAG (SCO5081)
actll-1(SC05082)
actil-2 (SCO5083)
actll-3 (SCO5084)
actill (SCO5086)
actlORF1 (SCO5087)
actlORF2 (SCO5088)
actiORF3 (SCO5088)
actVii (SCO5090)
actlV (SCO5091)
actVB (5C05092)
ORF7 (5C05093)
oRF8 (SCO5094)

Bl Genes biosintéticos centrales

@ Genes biosintéticos adicionales
[ Genes relacionados al transporte
B Genes reguladores

[ Otros genes

A Codones TTA
mm resistencia

Figura C4.12. Cluster biosintético de ACT. En azul los genes sobreexpresados en la cepa
Sscrl (tabla C4.3). Tomado de la base de datos antiSMASH versién 7.0 (Blin et al., 2021).

A las 36 horas la cepa Sscrl se encuentra a la mitad de la fase exponencial, el gen actll-
ORF4 se esta expresando previamente, para ejercer una regulacién de los genes que van
a dar lugar a la sintesis de ACT. En la figura C4.13 se muestran como todos los genes
necesarios para la biosintesis del esqueleto policétido tipo Il ACT, se sobrexpresaron en
la cepa Sscrl a las 48 horas (tabla C4.3) momento en el cual la cepa esta al final de su

fase exponencial, en donde normalmente sucede la produccion de actinorrodina.
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Biosintesis del esqueleto de policétidos tipo Il ACT

7.9,12-Octaketide intermedio 3 ActlV (SCO5091) Intermedio biciclico de octétido

S-R C|c|asa
0O O O o O
CHg CH,
OH O

OH 0 0

SCBAC20F6.15 (SCO5072)
hidroxilacil-CoA deshidrogenasa

cetorreductasa S

(S)-Hemicetal ) §
(S)-Alcohol quiral g

OH O HsiC H 0 2
3 oH P 'l 8

o o CHs ®

SCBAC20F6.15 (SCO5072) OH O =

"ty OH hidroxilacil-CoA deshidrogenasa A OH §

cetorreductasa

SCBAC20F6.15 (SCO5072)
SCBAC20F6.17 (5CO5074) |  SCBAC20F6.14c (SCO5071)

deshidratasa hidroxilacil-CoA deshidrogenasa
proteina de biosintesis de DDHK
actinorrodina ActVIA 6-desoxidihidrokalafungina
)-DNPA HO O HgC

ActVAS (SCO5080)

ORF4
HO 0 CH3 (SCO5075)
OX|dorreductasa
e ’l/,,
“i J-.,,”
Hidrolasa

monooxigenasa dependiente de
flavina de dos componentes

DHKred
forma de dihidrokalafungina DHK
dihidroguinona dihidrokalafungina
OH OH CH3

HO Och
o o
”/I »
’//

ActVAS (SCO5080)

DHKred-OH
Dihidrokalafungina hidroxilada
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—
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Figura C4.13. Biosintesis del esqueleto de policétidos tipo Il ACT. En azul las proteinas
sobreexpresadas en la cepa Sscrl “biosintesis de metabolitos secundarios” (tabla C4.3).
Tomado de la base de datos KEGG. (Kanehisa et al., 2022).
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Aunque el metabolismo secundario va muy de la mano del metabolismo primario, la
célula en la fase exponencial desarrolla la mayoria de los metabolitos primarios que
ayudan al crecimiento y el desarrollo y al llegar a la fase estacionaria, en donde se
presenta agotamiento de los recursos, se desarrolla una gran cantidad de metabolitos

secundarios, que se generan a partir de los metabolitos primarios.

Este comportamiento se observa en nuestros datos, que muestran que a las 36 horas se
formaron metabolitos primarios como la biotina (tabla C4.2), el cual es un cofactor del
malonil-CoA, que, a su vez, es utilizado como unidad de elongacidn de metabolitos

secundarios como la ACT.

En la tabla C4.3, también se encuentran genes asociados a la sintesis del antibiético CDA
qgue van del gen SCO3218 al SC0O3249, pero como el programa nos mostrd otros genes
pertenecientes a este cluster como una ruta metabdlica aparte, este metabolito
secundario se discutird mas adelante y se incluirdn los genes que se encuentran en la

tabla C4.3.
Biosintesis de undecilprodigiosina (RED)

La RED es una prodiginina que pertenece a la familia de los tripirroles, se caracteriza por
tener actividad antimicrobiana, inmunosupresora y anticancerigena (Williamson et al.,

2006). Ademas, es un antibidtico hibrido peptidilo y policétido.

En el andlisis transcripcional se observé que en la cepa Sscrl 14 de los 21 genes
pertenecientes al cluster biosintético de la undecilprodigiosina, se encontraron
diferencialmente expresados (Tabla C4.4). El gen redX (SCO5878) es el Unico que se
sobreexpresa a las 36 horas, mientras que los otros nueve genes que se encuentran entre

el gen SCO5883 y el SCO5897 todos se encontraron subexpresados a las 48 horas.

Se sabe que el gen redX (SCO5878) es regulado de forma negativa por el gen SC03201
gue es un regulador de la familia TerR (Tabla A9) (D. Xu et al., 2014). En el andlisis
transcripcional este regulador se encuentra sobreexpresado a las 36 y 48 horas. con un
log,FC: 2,00; padj 5.40E-34 y log,FC: 1,55; padj: 1.10E-02 respectivamente. Es posible
que la regulacion a la baja que ejerce el gen SCO3201 sobre redX sea responsable de que
los otros genes de la RED no se expresen diferencialmente a las 36 horas, al impedir que
redX actue en algln proceso de activacion de los otros genes.
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Tabla C4.4. Analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control.
“Biosintesis metabolitos secundarios”
E genessubexpresados M genes sobreexpresados.

G Nomb Prod 36 horas 48 horas
en ombre roducto log2FC padj log2FC padj

SCO5176 SCP8.39 Ndp-hexosa 4-cetorreductasa -1.1 5.80E-27

5C05222 cycl  Epi-isozizaeno sintasa - 3.00E-03

SC05223 SC7E4.20 pi-isozizaeno 5-monooxigenasa / beta-farneseno sintasa 1.0 1.70E-07] 1.1  3.20E-02

SCO5444 glgP  Posible glucégeno fosforilasa -1.5 1.80E-47 -
SCO5662 SC6A9.05 Aminodesoxifutalosina desaminasa 1.1 7.00E-03 2
SCO5791  miaA  Trna delta(2)-isopentenilpirofosfato transferasa - 5.20E-15 §
SCO5878 redX  Familia de beta-cetoacil-ACP sintasas 1.1 2.30E-13 [a)
SCO5883  redU  proteina hipotética -1.6 1.90E-04 Z
SCO5884 SC3F7.04c proteina hipotética -1.7 3.50E-08] =
SCO5885 SC3F7.05c¢ Supuesta proteina de membrana -1.4 2.00E-03 =
SC05886  redR  3-oxoacil-ACP sintasa 207 1.50€-15 g
SCO5887 redQ  Probable proteina transportadora de acilo -1.1 6.90E-05

SC05888  fabH3  3-oxoacil-ACP sintasa Ill BN 4.60E-17

SCO5889  redO  Proteina transportadora de péptidos -1.7 4.50E-02]

SCO5890 redN  8-amino-7-oxononanoato sintasa -1.5 2.70E-12]

SCO5891  redM  L-prolina---[proteina transportadora de I-prolilo] ligasa -1.3  3.80E-07]

SCO5893  redK  Oxidorreductasa -1.4  2.70E-05

SCO5894 redJ Tioesterasa -1.4  2.50E-06]

SCO5896  redH  Prodigiosina/undecilprodigiosina sintetasa -1.0 2.80E-08]

SCO5897  redG  Supuesta oxidasa -1.0 1.50E-05

SCO6035 SC1C3.23 Posible lisina/ornitina descarboxilasa 1.3 |5.20E-05[ 1.0 2.30E-02

SC06604 SC1F2.01 Beta-glucosidasa 1.3 3.00E-03

SC06655  ribA2  Gtp ciclohidrolasa Il e 028 <12 1.10E-07

SCO6662 tall Transaldolasa 1.0 1.80E-04

SCO6663 tktB Pertenece a la familia de las transcetolasas -Z.OOE-18

SC06691 S5C4C6.01 Probable fosfolipasa C 1.70E-40_ 1.3 | 4.00E-03

SCO6764 SC6A5.13 Probable escualeno-hopeno ciclasa 1.0 9.50E-11

SCO6767  ispG1  (E)-4-hidroxi-3-metilbut-2-enil-difosfato sintasa 1.2 1.30E-13

SC06768 dxsl  1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa 1.1 [3.30E-12

SCO6769 SC6A5.18 Ornitina--oxo-acido transaminasa 1.1 8.30E-09

SC06818 gpml  fosfoglicerato mutasa independiente de 2,3-bisfosfoglicerato -3.00E-26

SC06819 aroA2 3-fosfoshikimato 1-carboxiviniltransferasa 2.60E-26

SC06824 SC1A2.33c Fosfonopiruvato descarboxilasa (fragmento) 1.1 6.30E-05

SCO7000 Idh Isocitrato deshidrogenasa 1.1  3.20E-02

SCO7036 argG  Pertenece a la familia de las argininosuccinato sintasas -1.7 7.20E-07

SCO7040  gap2  Pertenece a la familia de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa [JEN6M 1.60E-23

SC07266 SC5H1.26 Probable 3-oxoacil-[proteina transportadora de acilo] reductasa 1.2 2.10E-02
507417 5C6D11.13¢2-hidroxi-5-metil-1-naftoato 7-hidroxilasa A 4 .60E-24f 1.8 | 4.90E-04
-2.9 101 5.6

La RED es un antibidtico que se distingue de otros, por producirse en etapas tempranas
del desarrollo al mismo tiempo que el metabolismo primario (Tenconi et al., 2018). En
este analisis transcripcional se evidencia este aspecto, pues a las 36 horas en donde la
cepa Sscrl se encuentra en mitad de la fase exponencial solo se sobreexpresa un gen del
cluster biosintético del RED, y a las 48 horas en donde ya la cepa Sscrl se encuentra al
final de esta fase se subexpresaron trece genes (tabla C4.4). Por consiguiente, la sintesis
del metabolito secundario RED precede a los dos tiempos estudiados en este analisis

transcripcional.
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La figura C4.14 muestra el clister biosintético de la RED, se nombran solo los genes que
se expresaron diferencialmente en la cepa Sscr1. Como se menciond anteriormente solo
uno de los genes diferencialmente expresado estaba sobreexpresado a las 36 horas, el

resto se encontraban subexpresados a las 48 horas.

Por otra parte, en la figura C4.15 se representa la biosintesis de la prodigiosina RED y

X

3

g como los genes del andlisis transcripcional interviene en esa sintesis.
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B Genes biosintéticos centrales

@ Genes biosintéticos adicionales
B Genes relacionados al transporte
B Genes reguladores

@ Otros genes

A Codones TTA

Figura C4.14. Cluster biosintético de RED. En azul los genes que se sobreexpresaron, en
rojo los genes subexpresados en la cepa Sscrl (tabla C4.4). Tomado de la base de datos
antiSMASH version 7.0 (Blin et al., 2021).

140



Biosintesis de prodigiosina RED

Metabolismo del piruvato O O

HOJ\/U\S—COA

1 RedR (SCO5886)
3-oxoacil-ACP sintasa

dodecanoil-[proteina transportadora de acilo]
0

H3C/\/\/\/\/\)I\S—R

1 Red) (SCO5894)
tioesterasa

o acido dodecanoico

HOJ\/\/\/\/\/\CH

3

Redl (SCO5892)
policétido sintasa

(0] 4-ceto-2-undecilpirrolina
|
N CHa
RedK (SCO5893)

oxidorreductasa

7 2-undecilpirrol
N CHg

RedH (SCO5896)
prodigiosina/undecilprodigiosina
sintetasa

undecilprodigiosina

N_ N N
CHy
rd -
N/ _ \ /)
Q
CHs

Figura C4.15. Biosintesis de prodigiosina RED. En rojo las proteinas subexpresadas y en naranja
las proteinas que no se expresaron diferencialmente en la cepa Sscrl “biosintesis de metabolitos
secundarios” (tabla C4.4). Tomado de la base de datos KEGG. (Kanehisa et al., 2022).
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C4.3.5 Genes asociados a “biosintesis de antibiético dependientes de calcio (CDA)”

Los genes que se expresaron diferencialmente en la cepa Sscrl y estdn asociados al CDA,

se muestran en la tabla C4.5.

Tabla C4.5. Analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control.

P . rs . o s 7 0 . .

8 “Biosintesis de antibioticos dependientes de calcio”

g B genes subexpresados M genes sobreexpresados.

(e}

= 36 horas 48 horas

o Gen  Nombre Producto

g log2FC padj log2FC  padj

§: SC03215 SCE8.08c Proteina hipotética 4.30E-06 6.00E-03
SC03217 cdaR Posible regulador transcripcional 11 7.40E-17 8.30E-20
5C03218 SCE8.11c Proteina hipotética conservada pequefia -7.50E—23 4.00E-27
SC03219 SCE8.12c Supuesta lipasa 1.70E-02
SC03220 SCES8.13c Supuesta proteina secretada 2.10E-07 6.40E-23
SC03221 SCE8.14c Prefenato deshidrogenasa 3.90E-31 1.40E-17
SC03222 SCE8.15c Supuesta proteina secretada 5.30E-18 8.70E-46
SC03227 SCE63.06 (S)-3,5-dihidroxifenilglicina transaminasa 3.00E-14
SC03228 SCE63.05 Probable glicolato oxidasa 3.50E-08 6.70E-13
SC03229 SCE63.04 Probable acido 4-hidroxifenilpiravico dioxigenasa 1.80E-23 1.30E-25
SC03230 cdaPSI CDA péptido sintetasa | 1.00E-27 2.40E-34
SC03231 cdaPS2 CDA péptido sintetasa Il 6.80E-29 4.50E-24
SC03232 cdaPS3 CDA péptido sintetasa Il 1.50E-46 7.60E-26
SC03233 SCE29.0 Probable hidrolasa 1.60E-21 4.60E-28
SC03234  hasP  Fosfotransferasa 3.90E-19 1.20E-07
SC03235 SCE29.04c Posible transportador ABC 6.30E-26 1.60E-22
SC03236 asnO  L-asparagina oxigenasa 3.20E-20 1.50E-21
SC03237 SCE29.06¢ Proteina hipotética 3.30E-05 9.50E-08
SC0O3238 SCE29.07c Proteina hipotética 5.60E-08 1.30E-07
SC03239 SCE29.08c Proteina hipotética conservada 1.60E-06 3.70E-10
SC03240 SCE29.09c¢ Proteina hipotética 2.70E-05 5.10E-04
SC03241 SCE29.10c Posible isomerasa 1.50E-11 8.30E-08
SC03242 SCE29.11c Posible transferasa 3.80E-09 7.00E-03
5C03243 SCE29.12c¢ Posible mioinositol fosfato sintasa 7.40E-17 1.80E-13
SC03244 SCE29.13c Supuesta proteina secretada 1.10E-29 6.50E-23
SC03245 SCE29.14c Posible salicilato hidroxilasa 1.00E-13 8.10E-10
SC03246 fabH2 3-oxoacil-[acil-carrier-protein] sintasa Il 2.10E-11 2.00E-09
SC03247 SCE29.16¢ Posible acil CoA oxidasa 2.70E-23 7.90E-10
SC03248 fabF3  3-oxoacil-[acil-carrier-protein] sintasa Il 1.20E-22 4.60E-05
SC03249 SCE29.18c Probable proteina portadora de acilo 6.90E-11 3.50E-05

-2.9 101 5.6
m - .

El CDA es un polipéptido no ribosomal, que se sintetiza a partir de péptido sintetasas no
ribosomales. Los polipéptidos no ribosomales contienen aminoacidos de origen
proteico, como también aminodcidos inusuales. El nombre que recibe es debido a que
tiene actividad antibidtica frente a otras bacterias Gram positivas solo en presencia de

iones de calcio (Hopwood & Wright, 1983).
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En la cepa Sscrl se sobrexpresaron 30 genes de los 48 genes que forman parte del cluster
biosintético del CDA (tabla C4.5). En la figura C4.16 se muestra el cluster biosintético de
la CDA, con los 30 genes diferencialmente expresados en la cepa Sscrl, los tres genes

biosintéticos centrales se sobreexpresaron.

/

€03242)
)

SCE29.16¢ (SC03247)
fabF3 (5C03248)

i

5C03220
$C03221
SCO323
€633
5C0324

SC03243

cdaPsi (S€03230)
(o)
C

hasP (SC03234)
SCE29.04c (SC03235)

SCES.08c (SC03215)
SCE8.11c (5€03218)
SCE8.12¢ (5C03219)
SCE63.06 (SC03227)
SCE63.05 (SC03228)
SCE63.04 (5C03229)
cdaPs2 (SC03231)
cdaPs3 (5C03232)
SCE29.0 (SC03233)
asnO (SCO3236)
SCE29.06¢ ?5c03237)
/5

‘13
$-E93:13¢ (263334
fabH2 (5€03246)
SCE29.18¢ (SC03249)

SCE29.07c
3CES9 88

SCE29.10c
SCE29.11c
SCE29.12c

(!
SCE8.14c (
SCE8.15¢ (5€03222

cdaR (5€03217)

SCE8.13c

B Genes biosintéticos centrales

[ Genes biosintéticos adicionales
B Genes relacionados al transporte
E Genes reguladores

@ Otros genes

A Codones TTA

Figura C4.16. Cluster biosintético de CDA. En azul los genes que se sobrexpresan en la
cepa Sscrl (tabla C4.5). Tomado de la base de datos antiSMASH version 7.0 (Blin et al.,
2021).

A las 36 horas todos los genes que se expresaron diferencialmente en el analisis
transcriptémico estaban sobreexpresados, con excepcién del SCO3219 supuesta lipasay
SC03227 que es una (S)-3,5-dihidroxifenilglicina transaminasa. El gen SCO3227 junto a
los genes SC03228 y el SCO3229, intervienen en la transformacion de 3-(4-hidroxifenil)
piruvato a hidroxifenilglicina (L-HPG), este es un aminodacido inusual que compone el
CDA. A las 48 horas todos los genes expresados diferencialmente en el anilisis estan
sobreexpresados (tabla C4.5) los cuales presentan FCs mas altos de los observados a las
36 horas, como las supuestas proteinas secretadas SCO3220 y SCO3222 con FCde 4,4y

5,6 respectivamente.

Por otra parte, se muestra el clUster biosintético de la CDA indicando los genes que se
sobrexpresaron diferencialmente en la cepa Sscrl (figura C4.17). Como se puede
observar en la figura la biosintesis de este antibidtico es compleja y al final da origen a

diferentes tipos de CDA.
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Acetil-CoA

Biosintesis de acidos grasos

2 malonil-CoA

3-oxoacil-[transportador de acilo

proteina] sintasa Il: FabF3 (SC03248)
3 coenzima A 3-oxoacil-[transportador de
aciloproteina] sintasa lll: FabH2 (SC03246)
beta-cetohexanoil-ACP
FAS tioesterasa
Acil-CoA sintetasa

beta-cetohexanoil-CoA

Oxigeno FAD
- h ) hexanoil-CoA oxidasa:SCE29.16¢ (SCO3247)
Perodxido de hidrogeno

FADH,

trans-hexenoil-CoA

NAD(P)H; FADH,

Oxigeno; perdxido trans-hexenoil-CoA
flavina-Cda monooxigenasa:SCE29.14¢ (SC03245)

NAD(P)+; FAD; H20;
hidréxido de flavina-C4a

trans-2,3-epoxihexanoil-CoA
acil transferasa

trans-2,3-epoxihexanona

6 Mg?*; 6 ATP, L-HPG, 2 L-

aspartato; L-triptofano; L-treonina™| CDA péptido
L-serina sintetasa |:CdaPSI (SCO3230)

6 difosfato; 6 ADP; 6 CO2

trans-2,3-epoxihexanona-ser-thr-
D-Trp-asp-asp-D-HPG-S-cdaPS1

3 Mg?*; 3 ATP; L-asparagina
Glicina; L-aspartato
3C02; 3 ADP;

3 difosfato
CDA péptido sintetasa |

Nonribosomal
péptido sintetasa 2:CdaPS2 (SC03231)

trans-2,3-epoxihexanona-ser-thr-D-Trp-
asp-asp-D-HPG-asp-gly-D-Asn-cdaPS2

2 Mg®; 2 ATP
L-triptéfano; i
Lg\utamatg\ Nonribosomalpéptido

CDA péptido sintetasa Il;
ZZFfzsfato; 2ADP ‘/
200, '
trans-2,3-epoxihexanona-ser-thr-D-Trp-asp-
asp-D-HPG-asp-gly-D-Asn-glu-trp-cdaPS3

‘/ Espontaned

r
Antes-CDA (glu)

3-hidroxiasparagina

CDA 1b CDA3b

CDA3a

X L-triptéfano; L-3-metilglutamato
sintetasa 3:CdaPS3 (SC03232)

asparagina
fosfotransferasa:HasP (SCO3234) oxigenasa:
asparagina oxigenasa: AsnO (SCO3236 AsnO (SC03236)

2 Mg?+; 2 ATP -
e Nonribosomalpéptido

sintetasa 3: CdaPS3 (SC03232)
CDA péptido sintetasa Il
2 difosfato; 2 ADP;
200,
trans-2,3-epoxi-hexanona-ser-thr-D-Trp-asp-
asp-D-HPG-asp-gly-D-Asn-MeGlu-trp-cdaPS3

Espontaned

Antes-CDA (MEGLU)

3-hidroxiasparagina
fosfotransferasa: HasP (SC03234)
asparagina oxigenasa: AsnO (SCO3236)

CDA2b CDA4b

l

asparagina oxigenasa:
AsnO (5C03236)

CDA2a CDA4a

Figura C4.17. Biosintesis de antibidticos dependientes de calcio. En azul las proteinas
sobreexpresadas en la cepa Sscrl “biosintesis de antibioticos dependientes calcio”
(tabla C4.5). Tomado de la pdgina web de MetaCyc (https://biocyc.org/META/NEW-

IMAGE?object=PWY-7255).

Previamente a esta tesis se habia comprobado de forma experimental el incremento en

la produccion de CDA por parte de la cepa Sscrl respecto al control (figura C4.18).
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pN702Gem3 pNX4441

B

M145

Figura C4.18. Comprobacion experimental del incremento de CDA en la cepa Sscrl
(pPNX4441) respecto al control (pN702Gem3). Para este ensayo se realizd un
antibiograma frente Bacillus subtilis que es un microorganismo sensible a este
antibidtico.

Los datos del analisis transcripcional mostraron que en la cepa Sscrl los tres principales
antibidticos producidos por S. coelicolor estan diferencialmente expresados. La ACT se
estd sintetizando a las 48 horas, mientras que la sintesis de la RED precede a los dos
tiempos estudiados en este analisis. El CDA al parecer también se estd sintetizando, pues

todos los genes diferencialmente expresados del cluster biosintético estan

sobreexpresados y experimentalmente hay una mayor produccién de CDA (figura C4.18).

C4.3.6 Genes de la categoria “metabolismo microbiano en diversos ambientes”

Los genes diferencialmente expresados asociados al “metabolismo microbiano en
diversos ambientes”, se representan en la tabla C4.6. Los genes asociados a esta ruta
estan conectados a procesos biolégicos como: el proceso metabdlico y biosintético de la
ectoina ectABCD (SC01864, SCO1865, SCO1866 y SCO1867), respiracion anaerdbica
25CK31.07, narH3 y narl3 (SC04947, SCO4948 y SCO4950), proceso catabdlico de acido
monocarboxilico paaB, PaaC y GabT (SCO7472, SCO7473 y SCO5676) y proceso
catabdlico del 4cido carboxilico SC4A7.29y SCE33.01c (SCO2401 y SCO2999) (Tabla C4.6).
De la misma forma, estos genes estan asociados a funciones moleculares como,
actividad oxidorreductasa, unién de grupos de hierro y azufre y actividad catalitica

(https://version-11-5.string-db.org/).

Los genes agrupados en la categoria “metabolismo microbiano en diversos ambientes”

les dan la capacidad a los organismos de resistir ambientes extremos. Por ejemplo, los
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microorganismos tienen el reto de contrarrestar los cambios de osmolaridad de su
ambiente. En general para contrarrestar rapidamente estos cambios, acumulan solutos
compatibles, que son pequefios osmolitos organicos, que son altamente solubles en

agua; por ejemplo, la ectoina.

Tabla C4.6. Analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control.

el

(1]

g “Metabolismo microbiano en diversos ambientes”

Q

s E genes subexpresados M genes sobreexpresados.

= 36 horas 48 horas

S G Nomb Inf i6

z en ombre nrtormacion |0g2FC padj IogZFC padj

=

= 5C00201 SCJ12.13¢  Subunidad grande de tiosulfato deshidrogenasa (quinona) -1.2  4.50E-05 -1.2 1.70E-11

= 5C00899  SCM1.32  Posible hidrolasa 8N 3.60E-08
SC01174  SCG11A.05  thcA, aldehido deshidrogenasa B2 00E-03
SC01454  SCL6.11c  Posible amino oxidasa 716 2.70E-04
SCO1750  25CI34.03c Probable acil CoA deshidrogenasa 1.2 2.10E-02
SCO01864 ectA L-2,4-diaminobutirico 4cido acetiltransferasa - 2.90E-12
SCO1865 ectB Diaminobutirato--2-oxoglutarato aminotransferasa 1.1 1.50E-08
SCO01866 ectC L-ectoina sintasa 1.2 | 5.80E-07
SC01867 ectD Ectoina hidroxilasa 1.1 | 6.00E-11
5C01923  SCC22.05c  Posible subunidad de ferredoxina de dioxigenasa -Z.OOE—03
5C02401 SC4A7.29 Galactonato deshidratasa -1.4 5.50E-09
S5C02469 SC7A8.08c  3-fenilpropionato/trans-cinamato dioxigenasa -1.0 2.10E-17
$C02925 SCE19A.25¢  Probable subunidad oxidorreductasa [ EEVEE
SC02999 SCE33.01c  Glutamato deshidrogenasa -1.2 1.10E-32
SC03245  SCE29.14c  posible salicilato hidroxilasa (proteina hipotética) [N 1.00E-13 [JEIEMs. 10E-10
SCO3730  SCH22A.08  Piridoxina 4-deshidrogenasa 1.3  7.60E-05
5C04164 cysA Sulfurtransferasa I +.40E-29 6N 2.90E-04
SC04271  SCD95A.04  probable alcohol deshidrogenasa dependiente de NADP 1.2 5.40E-04
SC04418  SC6F11.16c  Probable oxidasa 1.2 8.10E-04 [N 2.40E-02
SC04683 gdhA Glutamato deshidrogenasa (nadp+) 1.1 7.00E-10

SC04789 SCD63.21 Subunidad grande de tiosulfato deshidrogenasa (quinona) -1.2 3.00E-15
SC04945 25CK31.05  probable deshidrogenasa 4.00E-04

2 505197
SC04947 25CK31.07 Nitrato reductasa / nitrito oxidorreductasa 6.40E-12,

SC0O4948 2SCK31.08, narH3 Cadena beta de nitrato reductasa 4.90E-12 1.10E-07|
2.10E-06 3.30E-02

SCO4950 25CK31.10, narl3 Cadena gamma de nitrato reductasa
9.10E-05
4.70E-07

SCO5676 gabT 4-aminobutirato aminotransferasa -1.3 1.10E-04 | 1.1 1.00E-03
SC06100 cysH Fosfoadenosina fosfosulfato reductasa . 6.80E-25
SC06102 SCBAC1A6.26¢ Sulfito reductasa (ferredoxina) 2.30E-29
SC06824 SC1A2.33¢c  Fosfonopiruvato descarboxilasa (fragmento) 1.1 6.30E-05

SC06975 SC6F7.28¢ 3D-(3,5/4)-trihidroxiciclohexano-1,2-diona acilhidrolasa 4.10E-05

SC06976  SC8F11.02c¢  5-desoxi-glucuronato isomerasa 1.10E-02
SCO6978  SC8F11.04c  5-dehidro-2-desoxigluconoquinasa 1.1 3.00E-02
SCO7205  SC2H12.04  posible hidrolasa 2.80E-10
SC07264 SC5H1.28c  Piridoxina 4-deshidrogenasa 4.20E-04
SC07472 paaB Anillo-1,2-fenilacetil-CoA epoxidasa subunidad PaaB 1.0 2.00E-02
SC07473 paaC Anillo-1,2-fenilacetil-CoA subunidad epoxidasa PaaC 1.2 1.00E-03
5C07474 paaD Anillo-1,2-fenilacetil-CoA epoxidasa subunidad PaaD -1.00E-O3
SCO7586  SC5F1.40  Probable oxidorreductasa BN 1.10¢E-06
-2.9 -1 1 5.6

En nuestro estudio, el operdn de la ectoina ectABCD (SCO1864, SCO1865, SCO1866,
SCO1867) se sobreexpreso a las 36 horas en la cepa Sscrl. En S. coelicolor |la expresion
de estos genes se presenta como respuesta al estrés osmaético o estrés por calor (Bursy
et al., 2008). Adicional a la ectoina S. coelicolor también sintetiza 5-hidroxiectoina a
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partir de la ectoina, reaccién catalizada por la enzima ectD (SCO1867) para contrarrestar

ambos estreses (Bursy et al., 2008).

Debido a que los solutos compatibles también tienen propiedades estabilizadoras de
proteinas (Arakawa & Timasheff, 1985), es probable que este compuesto se esté
sintetizando a las 36 horas previd a la sintesis masiva de metabolitos secundarios que se
presenté a las 48 horas, con el propdsito de favorecer un ambiente favorable para la

estabilidad de estas moléculas.

Otra situacion extrema para S. coelicolor es la falta de oxigeno, debido a que es una
bacteria aerobia obligada, sin embargo, sintetiza enzimas como nitrato sintetasas
respiratorias (enzimas Nars) asociadas a la membrana, que le ayudan a mantener el
potencial energético en condiciones de hipoxia o anoxia (Sawers et al., 2019). Ellas
reducen el nitrato a nitrito, y vinculan este proceso al bombeo de protones, lo que
permite utilizar el nitrito, como un aceptador alternativo de electrones (Richardson*
et al.,, 2001). A pesar de eso S. coelicolor en esas condiciones anaerdbicas no puede
crecer, pero las enzimas Nars le permite un suministro minimo de energia, como en un

estado de latencia.

En la cepa Sscrl se sobreexpresé la enzima 25CK31.07 (SCO4947) un nitrato sintetasa
respiratoria (Nar) solo a las 48 horas y las otras dos enzimas Nars: NarH3 (SC04948) y
Narl3 (SCO4950) a las 36 y 48 horas (tabla C4.5). Estas tres enzimas son de tipo Nar3y
su actividad estd asociada al micelio de S. coelicolor. En este caso los cultivos usados para
el andlisis transcripcional, no se encontraban en estrés por la ausencia de oxigeno, ni
produciendo esporas pues eran medios liquidos; sin embargo, estas enzimas se estaban
sobreexpresando. Se sabe que estas enzimas ademas de generar energia en condiciones
de hipoxia o anoxia, también ayudan a la eliminacion del exceso de reductores creados

en el metabolismo aerdbico (Fischer et al., 2010).

Los genes cysA (SCO4164), cysH (SCO6100) y SCBAC1A6.26¢ (SCO6102) que en la tabla
C4.6 estdn muy sobreexpresados seran discutidos mas adelante en el item del

“metabolismo de las purinas”.
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C4.3.7 Genes asociados a la categoria “metabolismo del carbono”

Los genes diferencialmente expresados asociados al “metabolismo del carbono” en la
cepa Sscrl, se muestran en la tabla C4.7. El metabolismo del carbono se caracteriza por
ser un proceso catabdlico que genera energia y una gran cantidad de precursores a partir
de la degradacion de diferentes sustratos de carbono. Ademas, juega un papel principal
en la sintesis de metabolitos secundarios, pues a partir de esta ruta metabdlica se

generan los precursores de estos.

En el analisis transcripcional en la cepa Sscrl se expresaron diferencialmente genes
asociados a las rutas de “metabolismo del piruvato” SCJ12.20 (SCO0208) y 25C7G11.23
(8€05261), “metabolismo del propanoato” mutA (SCO6832), SCE29.16¢ (SCO3247) y
msdA (5C02726), “sintesis y degradacion de cuerpos ceténicos” SCD35.09 (SC04502),
SC8F4.03 (SCO5399) y SCE25.20 (5C03079); estos tres ultimos codifican enzimas acetil-
coA c-acetiltransferasa las cuales comparten con las dos rutas anteriores, y “ciclo de
citrato o ciclo de Krebs” sacA (SC05999), Idh (SCO7000), SCM10.10c (SC00922) y
SCD10.20 (5C04388) (tabla C4.7) (https://version-11-5.string-db.org/) .

Con los genes diferencialmente expresados en la cepa Sscrl se consiguio representar el
ciclo de citrato (figura C4.19). Solo un gen que participa en la ruta no se expresd
diferencialmente en la cepa Sscrl, el gen sucC (SCO4808) por eso no se muestra en la

tabla C4.6.

De los genes diferencialmente expresados en la cepa Sscrl, casi el 79 % se expresaron a
las 48 horas, mientras que a las 36 horas solo se expresaron el 40 % de estos genes,
aunqgue generalmente el metabolismo del carbono se relaciona con el metabolismo
primario y podria pensarse que a las 36 horas en donde la cepa Sscrl se encuentra en
mitad de la fase exponencial deberia estar mas activo, en este analisis a las 48 horas se
estan expresando mas genes diferencialmente, cuando la cepa ya esta entrando en fase

estacionaria.

De la misma forma, dada la naturaleza catabdlica y anabdlica de esta ruta, es muy
probable que esté contribuyendo con los precursores y la energia necesaria para la
sintesis de metabolitos secundarios. Por ejemplo, los genes del ciclo del citrato se estan
expresando todos a las 48 horas. Los datos estan mostrando que tanto el metabolismo
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primario, como el metabolismo secundario. estdn acoplados durante todo el desarrollo
de S. coelicolor, dependiendo de sus necesidades.
Tabla C4.7. Andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control.

“Metabolismo del carbono”
E genes subexpresados M genes sobreexpresados.

36 horas 48 horas
Gen Nombre Producto - - =
log2FC  padj |log2FC padj =
[sco0208  sci12.20  Piruvato, ortofosfato diquinasa 1.1 2.00E-03 | 3
S$C00379 katA  Pertenece a la familia de las catalasas - 7.80E-29 8.10E-04 a
SC00524 SCF11.04 Posible gluconolactonasa 2.40E-02 é
S$C00798 SCF43.09 6-fosfogluconolactonasa 6.00E-03 8
ISC00922 SCM10.10c Succinato deshidrogenasa/fumarato reductasa 3.50E-17| 5
5€00982 aceA  Isocitrato liasa - 1.10E-0 =
SC00992 25CG2.05 Posible cisteina sintasa 2.40E-05
5C01028 SCG20A.08c Cisteina sintasa 3.80E-13
SC01077 SCG22.23c Probable aziicar quinasa I 1 00E1 1.50E-02
5C01224 25CG58.24c Posible azucar-fosfato isomerasa 1.30E-06
SC01679 SCI52.21 Gluconokinasa 2 3.106-19 3.00E-03
SCO1705 SCI30A.26¢ Alcohol deshidrogenasa probable (unién de zinc) 1.80E-02
5€01936 tal2 Transaldolasa 2.10E-04
SC01937 zwf Glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa 4.90E-02
SC01946 pgk Pertenece a la familia de las fosfogliceratos quinasas 1.00E-03
5C02298  kdgA  KHG/KDPG aldolasa 1427 6.80€-07,
|SCOZ371 acekE Piruvato deshidrogenasa componente E1 -1.6 3.00E-51 |
S5C02726 msdA  Acido metilmaldnico semialdehido deshidrogenasa 1.90E-05
SC02777 accC  Subunidad alfa de acetil/propionil CoA carboxilasa 1.30E-4- 2.90E-06)
SCO3079 SCE25.20 Acetil-coa c-acetiltransferasa 1.80E-29
5C03247 SCE29.16¢ Posible acil CoA oxidasa 2.70E-23] 7.90E-10
ISCO3831 bkdA2  Deshidrogenasa de alfa cetoacido de cadena ramificada E1-alfa 1.00E-03] I

2.40E-10
9.50E-15

SC04055 25CD60.21c Probable alcohol deshidrogenasa
SCO4388 SCD10.20 Citrato sintasa 2

5C04502 SCD35.09 Acetil-coa c-acetiltransferasa AN 3.90¢-10)

SCO4827 mdh Malato deshidrogenasa 1.90E-02
5c05042  fumC  Fumarato hidratasa, clase Il - 3.50E-35 2.50E-15
SCO5261 25C7G11.23 Probable malato oxidorreductasa 4.20E-27| 5.40E-08
SCO5399 SC8F4.03 Acetil-coa c-acetiltransferasa 3.50E-06
SCO5999 saca Aconito hidratasa 1.10E-02
SCO6269 SCAH10.34c Putativa subunidad beta de la oxidorreductasa 4.10E-12
SCO6270 SCAH10.35¢ Posible subunidad alfa de oxidorreductasa 1.10E-17]
SC06832 mutA Metilmalonil-coa mutasa, dominio n-termina 1.30E-05
ISCO7000 Idh Isocitrato deshidrogenasa 3.20E-02|

-2.9 -1 1 5.6
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Ciclo de citrato
SCM10.10¢ (SC00922)
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oxidativa [ +— "° 3 HOM o}
0
SucC (SC04808) Mdh (5€04827)
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succinii-LoA sintetasa | Biosintesis de arginina | | Metabolismo de tirosina | oxaloacetato
3 succinil-CoA 0
1%]
s Degradacion 2 HO
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e valina — -
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Figura C4.19. Ciclo del citrato. En azul las proteinas sobrexpresadas, en rojo las proteinas
subexpresadas y en naranja las proteinas que no se expresaron diferencialmente en la
cepa Sscrl “metabolismo del carbono”. (tabla C4.7). Tomado de la base de datos KEGG.
(Kanehisa et al., 2022).

C4.3.8 Genes asociados a la categoria “metabolismo de purinas”

En la tabla C4.8 se muestran los genes relacionados con el metabolismo de purinas que
se expresaron diferencialmente en la cepa Sscrl. Las purinas son compuestos organicos
heterociclicos aromaticos, conocidas como bases nitrogenadas. El suelo es una fuente
rica en purinas que provienen de organismos muertos u organismos vivos que la

secretan, por ende, es una fuente importante de carbono y nitrégeno para Streptomyces.
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Tabla C4.8. Analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control.
“Metabolismo de purinas”
P genes subexpresados M genes sobreexpresados.

36 horas 48 horas
log2FC  padj |log2FC  padj
SCO0757 SCF81.16 Exopolifosfatasa / guanosina-5'-trifosfato,3'-difosfato pirofosfatasa | 1.1 | 2.00E-03

Gen Nombre Producto

SCO1132 2SCG38.25c¢ Posible oxidorreductasa 1.2 | 5.10E-09| 1.2 2.00E-03

SCO1133 2SCG38.26¢ Probable oxidorreductasa 1.2  6.60E-06 6.50E-05 :5
SCO1134 2SCG38.27c Probable oxidorreductasa 1.3  3.70E-08 1.00E-03 g
SC04859 SC5G8.27c 2-oxo-4-hidroxi-4-carboxi-5-ureidoimidazolina descarboxilasa -14 5.50E-16 a
SC02902 SCE19A.02c¢ Desoxirribonucleotido trifosfato pirofosfatasa 1.20E-08 Z
SCO3100 SCE41.09c Nucledsido trifosfato pirofosfohidrolasa 2.00E-03 E
SC04644 add Supuesto nucledsido desaminasa 9.00E-03 El
SC04814 purH Fosforribosil aminoimidazol carboxamida 2.20E-02 &
5C04901 add1 Pertenece a la superfamilia de hidrolasas metalodependientes 5.00E-03

SC04971 25CK31.31 Posible deshidrogenasa 2.80E-25

SC04972 2SCK31.32 Posible deshidrogenasa 3.50E-08

SCO5525 ureAB Subunidad gamma/beta bifuncional de la ureasa 8.00E-03

SCO5526 ureC2 Pertenece a la superfamilia de hidrolasas metalodependientes 1.1  4.60E-05 8.00E-03

SC0O5805 nrdJ Ribonucleésido-difosfato reductasa cadena alfa 9.00E-04

SC06075 cpdA 3',5'-AMP ciclico fosfodiesterasa; Hidroliza cAMP a 5'-AMP 2.10E-04

SCO6097 cysN Sulfato adenililtransferasa subunidad 1 9.80E-60 3.20E-02

SCO6098 cysD Sulfato adenililtransferasa subunidad 2 1.70E-24 3.30E-04

SCO6099 cysC Adenililsulfato quinasa 1.30E-34 6.00E-03

SCO6209 SC2G5.30 2-oxo-4-hidroxi-4-carboxi-5-ureidoimidazolina descarboxilasa -1.3  2.10E-06

SCO6210 SC2G5.31 Pertenece a la familia de las transtiretinas -1.6  5.60E-06

SCO6211 SC2G5.32 Urato oxidasa -1.7 1.00E-13

SC06247 allB Alantoinasa -1.7 2.80E-36

SC06248 alc Pertenece a la familia de las alantoicasas -1.8  1.20E-30

-2.9 101 5.6

En el analisis transcripcional, a las 36 horas se observé que genes implicados en la
degradacion de las purinas estaban, mayoritariamente, sobreexpresados en la cepa
Sscr1 (tabla C4.8) sin embargo, esta degradacion no se estaba dando de forma completa,
porque cinco de las enzimas que intervienen en esta ruta, estaban subexpresadas (figura

C4.20).

A pesar de ello, los genes de las tres oxidorreductasas (SCO1132, SCO1133 y SCO1134)
gue catalizan el inicio de la degradacion de la purina, transformando la molécula de
Xantina en urato, se sobreexpresaron a las 36 y 48 horas en la cepa Sscr1 (figura C4.20).
Seguln una investigacion, el catabolismo de la alantoina influye en la produccion de
antibidticos en S. coelicolor. Al parecer la acumulacion de urea y amonio puede afectar
las enzimas de las rutas biosintéticas de la produccion de antibiéticos (Navone et al.,

2014).
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Es posible que los datos estén mostrando un tipo de regulacién, pues la degradacién de
la purina se estd realizando de forma incompleta, solo hasta el metabolito urato. El urato
ha sido determinado como un ligando regulador de proteinas homologas de MarR
(reguladores de resistencia a multiples antibidticos). La familia homologa UrtR de
reguladores transcripcionales sensible al urato, como su nombre lo indica, son
reguladores transcripcionales que se unen al urato y provocan el antagonismo de unién
al DNA. Aunque el homdlogo encontrado en S. coelicolor no estd diferencialmente
sobreexpresado en la cepa Sscrl, cabe anotar que genes de su mismo locus si se
encontraron sobrexpresadas, la proteina SCO2645 una permeasa hipotética y SCO2646
una supuesta proteina integral de membrana (genes no incluidos en la tabla C4.8) (H.

Huang et al., 2013).

La mayoria de genes homdlogos de UrtR se encuentran en bacterias asociadas a
huéspedes vivos que responden al estrés oxidativo provocado por el huésped como
defensa, o sea que actua frente concentraciones exdégenas de urato, por el contrario, en
la especie Deinococcus radiodurans, una bacteria extremofila, el homdlogo de este gen
responde a concentraciones de urato enddgeno para generar una respuesta ante el

estrés oxidativo (Perera & Grove, 2011).

Por otro lado, en la cepa Sscri1, se sobreexpresaron los genes implicados en la reduccién
asimilatoria de sulfato, sobresalen tres genes, el cysN (SCO6097) cysD (SCO6098) y el
cysC (SCO6099) que muestran valores de FC muy altos de 3.9, 4.4 y 4.0 respectivamente
(Tabla C4.8 y figura C4 21). Los dos primeros genes son enzimas sulfato adeniltrasferasas

y la tercera es una adenilsulfato quinasa (figura C4.21).

Estas enzimas permiten a S. coelicolor iniciar una ruta metabdlica a través de la cual va a
poder usar el sulfato como fuente de azufre que podra ser incorporado directamente en

los aminoacidos (Fischer et al., 2012).

Es probable, que la razdn por la cual estos genes estan casi tres veces expresados en la
cepa Sscrl, es debido a que tienen la responsabilidad de suministrar los elementos
necesarios para la sintesis de ciertos aminoacidos indispensables en la produccién de

metabolitos secundarios.
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Degradacion de purina

xantina 2SCG38.25c¢ (SC01132)

0 25CG38.26¢ (SCO1133)
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| »
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Figura C4.20. Degradacion de purina. En azul las proteinas sobreexpresadas y en rojo las

proteinas subexpresadas en la cepa Sscrl “metabolismo de purinas”. (tabla C4.8).
Tomado de la base de datos KEGG. (Kanehisa et al., 2022).
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Reduccion asimilatoria del sulfato
Sulfato

Q
HO—ﬁ—OH
(o)
CysN (SCO6097)
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£
é sulfato de adenililo
Q
3 NH,
P OH OH NL/ |Q>
2 0=5-0-P-0 % ,N
c 0 o L(;
=)

HO  OH
CysC (SC06099)

adenilil-sulfato quinasa

sulfato de 3'-fosfoadenililo
NH»

NZ NN
|\
P

fosfoadenosina

CysH (SCO6100)
l fosfosulfato reductasa

sulfito

Ox §,or-l

OH

SCBAC1A6.26¢ (SC06102)
Sulfito reductasa (ferredoxina)

Sulfuro de hidrégeno
H\ /H
S

Figura C4.21. Reduccion asimilatoria del sulfato. En azul las proteinas sobreexpresadas
en la cepa Sscr1 “metabolismo de las purinas” y "metabolismo microbiano en diversos
ambientes”. (tabla C4.8 y C4.6). Tomado de la base de datos KEGG. (Kanehisa et al.,
2022).

C4.3.9 Genes asociados a la categoria “metabolismo de acidos grasos”

Los genes diferencialmente expresados en la cepa Sscrl asociados a la categoria

“metabolismo de acidos grasos”, se muestran en la tabla C4.9. El metabolismo de los
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acidos grasos pertenece a el metabolismo central o primario, los acidos grasos son

precursores de muchos de los metabolitos secundarios en S. coelicolor.

En la tabla C4.9 se puede observar que todos los genes diferencialmente expresados
asociados al metabolismo de acidos grasos se encuentran sobreexpresados a las 36
horas. Los genes asociados a esta categoria son numerosos y se encuentran dispersos en
las otras categorias mas especificas, por tal razén no se representa una ruta completa a
partir de este nUmero de genes, pero por efectos practicos se va a realizar la discusién a
partir de los genes expuestos en la tabla C4.9.

Tabla C4.9. Analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control.

“Metabolismo de acidos grasos”
E genessubexpresados M genes sobreexpresados.

36 horas
Gen Nombre Producto ——
log2FC  padj
SC0O1346 25CG61.28c 3-oxoacil- [proteina transportadora de acilo] reductasa putativa 1.1  8.10E-06

1.90E-33
1.30E-44
1.80E-29
2.10E-11

SCO02774  acdH2  Probable acil-CoA deshidrogenasa

SC02777 accC  Subunidad alfa de acetil/propionil CoA carboxilasa
SCO3079 SCE25.20 Acetil-coa c-acetiltransferasa

SCO3246  fabH2  3-oxoacil-[acil-carrier-protein] sintasa Il

SCO3247 SCE29.16¢ Posible acil CoA oxidasa 2.70E-23
SCO3248  fabF3  3-oxoacil-[acil-carrier-protein] sintasa Il 1.20E-22
SC04501 SC04501 Cetoreductasa/3-oxoacil-[proteina transportadora de acilo] reductasa | 1.2 3.90E-05

SCO4502 SCD35.09 Acetil-coa c-acetiltransferasa 3.90E-10
SCO5399 SC8F4.03 Acetil-coa c-acetiltransferasa 1.3  3.30E-19
SCO6027 SC1C3.15c Acetil-coa acetiltransferasa 1.2 | 1.90E-13

SCO6826 SC4A9.03c 3-oxoacil-[acil-carrier-protein] sintasa IlI 2.00E-05

En la categoria de “metabolismo de acidos grasos” aparecen estos tres genes que forman
parte del cluster biosintético de CDA, el fabH2 (SCO3246) una sintasa lll, el SCO3247 una
acil-CoA oxidasa, fabF3 (SC03248) una sintasa tipo ll, estos tres genes, junto a el
SC03245, una salicilato hidroxilasa ,y el SCO3249, una transportadora de acilo, forman
el operén que sintetiza el acido graso inusual de cadena lateral corta C6 trans-2,3-

epoxihexanoil que forma parte del CDA (Lewis et al., 2011).

Por otra parte, uno de los pasos importantes en la biosintesis de acidos grasos es
catalizado por el acetil-CoA carboxilasa, esta reaccidn implica dos reacciones, una

primera realizada por la acetil-CoA carboxilasa y una segunda reaccion catalizada por
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una carboxiltransferrasa (esta reaccién se explica en el item biotina pagina 132) ambas

forman un complejo catalitico.

En la cepa Sscrl se sobreexpresaron ademads, el gen de una acetil-CoA carboxilasa la AccC
(§€02777) vy los de cuatro acetil-CoA carboxitransferrasas, SCO4502, SCO5399, SCO6027
y SCO3079. Por lo general estas enzimas en Streptomyces se encargan de la sintesis de

malonil-CoA, para la biosintesis de acidos grasos y policétidos (E. Rodriguez et al., 2001).

C4.3.10 Genes asociados a la categoria “biosintesis de aminoacidos”

En la tabla C4.10 se exponen los genes diferencialmente expresados, asociados a la
biosintesis de aminoacidos en la cepa Sscrl. Los aminoacidos son moléculas orgdnicas
compuestas por un grupo amino (NHz) en un extremo y un grupo acido carboxilico en el
otro extremo de la molécula. Son las unidades que componen las proteinas, las cuales
participan en las diferentes funciones celulares de un organismo importantes para

prevalecer.

En el analisis transcripcional se observd que a las 36 horas se expresaron 14 genes
diferencialmente, de los cuales solo uno, el SCO6962 estaba subexpresado, este gen
pertenece a la familia de las glutaminas sintetasas, esta enzima convierte el glutamato y
el amoniaco en glutamina. Los otros 13 genes restantes, se encontraban

sobreexpresados en la cepa Sscrl a las 36 horas.

Entre esos 13 genes se encontraba sobreexpresado el cluster biosintético del triptéfano
(figura C4.22) sdlo dos genes del cluster no sé encontraron diferencialmente expresados
en el andlisis transcripcional, el hisA (SCO2050) una fosforribosil isomerasa A y el trpA
(8€02036) la subunidad alfa de la triptéfano sintasa. El triptéfano es uno de los
aminodcidos mas raros en las proteinas y su sintesis tiene un alto coste (Yanofsky, 2007),
ademas, forma parte de algunas de las moléculas de CDA vy, aunque no forma parte de
la estructura de la ACT, algunos autores han propuesto que el triptéfano promueve tanto

la produccién de CDA, como la de ACT (Palazzotto et al., 2015).

A las 48 horas, 33 genes se expresaron diferencialmente en la cepa Sscrl y de esos 33
genes 7 se subexpresaron y el resto de los genes estaban sobreexpresados. El cluster del

aminodcido arginina se encuentra subexpresado (Tabla C4.10).
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Tabla C4.10. Andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control.
“Biosintesis de aminoacidos”
B genes subexpresados Ml genes sobreexpresados.

36 horas 48 horas
Gen Nombre Producto
log2FC padj |log2FC  padj

SC00315 SC5G9.24c Probable descarboxilasa 7.30E-05
SCO0992 25CG2.05 posible cisteina sintasa 2.40E-05
5C01028 SCG20A.08c Cisteina sintasa 3.80E-13
SC01224 25CG58.24c posible azlcar-fosfato isomerasa 1.30E-06
5C01438 hisG Atp fosforribosiltransferasa 5.00E-03
SCO1570 argH Argininosuccinato liasa 2.80E-07
SCO1577 argD  Acetilornitina/n-succinildiaminopimelato aminotransferasa 1.40E-06
SCO1578 argB Acetilglutamato quinasa 1.10E-09
SCO1579 arg) Ornitina acetiltransferasa/n-acetilglutamato sintasa 2.20E-10
SCO1580 argC N-acetil-gamma-glutamil-fosfato reductasa 2.70E-05
SC01761 2SCI34.14c Supuesta ciclohexadienil deshidrogenasa 8.00E-03
5C01865 ectB  Diaminobutirato--2-oxoglutarato aminotransferasa - 1.50E-08

SC01912  dapAl  4-hidroxi-tetrahidrodipicolinato sintasa 7.00E-03
SC01916 dapD  2,3,4,5-tetrahidropiridin-2,6-dicarboxilato N-succiniltransferasa 1.20E-04
5C01936 tal2 transaldolasa 2.10E-04
SC01946 pgk Pertenece a la familia de las fosfogliceratos quinasas 1.00E-03
5€02026 gltB Probable subunidad grande de glutamato sintasa -3.00E-29 1.30E-06
SC02528 leuA 2-isopropilmalato sintasa 4.70E-04
SC02587 proB Gamma-glutamil quinasa 4.60E-08
SC02640 asd Aspartato-semialdehido deshidrogenasa 5.70E-15
SC03210 SCE8.03c 3-desoxi-7-fosfoheptulonato sintasa N7 3.00E-10

SCO3211 trpC2  Indol-3-glicerol fosfato sintasa 4.60E-09

SCO03212 trpD2  Antranilato fosforribosiltransferasa 1.20E-05 1.00E-02
SCO3213 trpG Antranilato sintasa componente Il sphaeroides 2.00E-03 2.00E-03
SCO3214 SCE8.07c Antranilato sintasa componente | amoniaco 4.70E-09

SC03221 SCE8.14c Prefenato deshidrogenasa 3.90E-31 1.40E-17
SC04388 SCD10.20 Citrato sintasa 2 9.50E-15
SC04645 aspC Aminotransferasa 6.00E-03
SC04784 SCD63.16¢ Proteina hipotética 8.50E-05
SCO5356 thrB Homoserina quinasa 4.00E-11
SC05522 leuB 3-isopropilmalato deshidrogenasa 8.70E-08
SC05529 cimA  Alfa-isopropilmalato/homocitrato sintasa familia transferasa 4.30E-02
SC05739 dapB  4-hidroxi-tetrahidrodipicolinato reductasa 1.20E-02
SC05999 sacA Aconito hidratasa 1.10E-02
SC06222 SC2H4.04c Transaminasa sintetizadora de alanina 3.60E-02
5C06662 tall Transaldolasa 1.0 1.80E-04

SC06663 tktB Pertenece a la familia de las transcetolasas 2.00E-18

SC06818 gpml  fosfoglicerato mutasa independiente de 2,3-bisfosfoglicerato 3.00E-26

SC06819 aroA2  3-fosfoshikimato 1-carboxiviniltransferasa 2.60E-26

SC06962 SC6F7.15¢ Pertenece a la familia de la glutamina sintetasa -1.1  1.20€E-31

SC07000  Idh  lIsocitrato deshidrogenasa [[13 3.20E02
ISCO7036 argG  Pertenece a la familia de las argininosuccinato sintasas -1.7  7.20E-07 I
SC07040 gap2  Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa - 1.60E-23

En la figura C4.23 se muestra la biosintesis de la arginina. Solo dos genes, el argH

(§C0O1570) una argininosuccinato liasa y el argG (SCO7036) una argininosuccinato

sintasa, de los 6 genes expresados diferencialmente en el analisis transcripcional,

participan en esta ruta. Aunque en la ruta biosintética de la arginina no intervienen los
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otros genes asociados a la arginina el argD, argB, arg) y argC (tabla C4.10), seguro
participan en algln proceso metabdlico, pues la arginina o moléculas relacionadas, son
una importante fuente de precursores de metabolitos secundarios para el género

Streptomyces (Romero et al., 1986).

Biosintesis de triptofano
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Figura C4.22. Biosintesis de triptofano. En azul las proteinas sobreexpresadas y en
naranja las proteinas que no se expresaron diferencialmente en la cepa Sscrl
"biosintesis de aminodacidos”. (tabla C4.10). Tomado de la base de datos KEGG.
(Kanehisa et al., 2022).

En la ruta metabdlica de la biosintesis de arginina, se puede observar la versatilidad de
este compuesto pues participa activamente con otras rutas. Por ejemplo, el metabolismo
de la alanina, aspartato y glutamato, le aporta el precursor L-aspartato. A la ruta del ciclo
del citrato le cede el metabolito fumarato y finalmente la L-arginina entra en el

metabolismo de la arginina y la prolina (figura C4.23).
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Biosintesis de arginina
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Figura C4.23. Biosintesis de arginina. En rojo las proteinas subexpresadas y en naranja
las proteinas que no se expresaron diferencialmente en la cepa Sscrl "biosintesis de
aminoacidos”. (tabla C4.10). En. Tomado de la base de datos KEGG. (Kanehisa et al.,
2022).

Es curioso que los genes de la arginina estén todos subexpresados en la cepa Sscr1 dado
el caracter de este aminodacido, el cual es bastante comun y versatil. Ademas, en el
analisis transcripcional se encontré que el gen argR (SCO1576) que es un represor de
arginina (FC -1,49 padj: 9.00E-09 (tabla A20)) también estaba subexpresado en la cepa
Sscrl a las 48 horas, este gen controla la expresion de genes biosintéticos de arginina 'y
se ha identificado como un regulador de diversos procesos en S. coelicolor (Botas et al.,
2018). Probablemente para la cepa Sscrl la no expresion de los genes de este cluster

biosintético de la arginina favorece el desarrollo de otros procesos.
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C4.3.11 Genes asociados a el “metabolismo de la arginina y la prolina”

Los genes diferencialmente expresados asociados al metabolismo de la arginina y la
prolina en la cepa Sscrl, se muestran en la tabla C4.11. Previamente se discutié en el
apartado del metabolismo de aminodcidos, la biosintesis de la arginina (C4.3.10 Genes
asociados a la categoria “biosintesis de aminoacidos” pagina 170).
Tabla C4.11. Andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control.

“Metabolismo de la arginina y la prolina”
E genes subexpresados M genes sobreexpresados.

48 horas
Gen Nombre Producto _—
log2FC  padj

ISC01223 25CG58.23  Ornitina--oxo-acido transaminasa 7.90E-11
SCO1706 SCI30A.27c¢ Aldehido deshidrogenasa (nad+) 1.2 5.00E-03
SCO1989 SC7H2.03c Prolina iminopeptidasa 1.80E-14
ISC02587 proB Gamma-glutamil quinasa
SCO2770 SCC105.01c Agmatinasa 1.4 | 2.70E-04
SC04279 SCD95A.12c¢ Posible acetiltransferasa 8.30E-31
SC04634 SCD82.05c¢ Citosina/creatinina desaminasa 1.3  9.00E-03
SC04645 aspC Aminotransferasa 1.0 | 6.00E-03
SC04913 SCK13.05¢ Probable aldehido deshidrogenasa 2.30E-15
SCO5679 SC5H4.03 Probable aldehido deshidrogenasa 1.3  3.10E-04
SCO6035 SC1C3.23 Posible lisina/ornitina descarboxilasa 1.0 2.30E-02

SC06291 SCBAC8D1.04 ubunidad alfa de la D-hidroxiprolina deshidrogenasa | 1.2 1.00E-02
SC06292 SCBAC8D1.05 1-pirrolina-4-hidroxi-2-carboxilato desaminasa 3.60E-06

SC06293 SCBAC8D1.06 Proteina hipotética 3.80E-06
SCO6654 SC5A7.04c Proteina no caracterizada -1.1  4.10E-07
-2.9 101 5.6
m -

En la tabla C4.11 se observa que a las 48 horas todos los genes asociados a el
metabolismo de la arginina y la prolina estdn sobrexpresados en la cepa Sscrl, con
excepcion del gen SCO6654, el cual es el Unico gen que se encuentra subexpresado, este

gen pertenece a una proteina no caracterizada.

Dentro del grupo de los genes sobreexpresados, se encuentran dos genes asociados a la
sintesis de prolina el proB (SCO2587) una gamma-glutamil quinasa y el SCO1223 ornitina-
oxo-acido transaminasa. Los otros dos genes que participan en la biosintesis de la prolina

no se expresaron diferencialmente en el andlisis transcripcional (figura C4.24).

Existe muy pocos estudios que relacionen la biosintesis de prolina con la biosintesis de
metabolitos secundarios, pero se ha propuesto que participa en la biosintesis de RED

(Hood etal., 1992). De igual forma, el hecho de que no estén diferencialmente
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expresados todos los genes biosintéticos de la prolina, plantea la duda de si se esta

sintetizando prolina o solo algun precursor intermedio utilizado para otra funcidn.

Biosintesis de prolina

L-Glutamato
(e} o]

Lo~ Alon

NH,

ProB (5CO2587)
Gamma-glutamil quinasa

L-glutamil 5-fosfato
(o] o]

A8
HO Y O—I;’—OH

NH. OH
gamma-glutamil fosfato reductasa

L-Glutamato 5-semialdehido (S)-1-pirrolina-5-carboxilato

L-ornitina o Io)
(0]
— HOWO — C/N;““\U‘OH
HO ri!H NHZZSCG58.23(5C01223) NH2 i
2

Ornitina-oxo-acido

transaminasa i . .
pirrolina-5-carboxilato

reductasa
L-prolina
(0]
H
N_ L

OH

Q\\\\

Figura C4.24. Biosintesis de prolina. En azul las proteinas sobreexpresadas y en naranja
las proteinas que no se expresaron diferencialmente en la cepa Sscrl "biosintesis de la
arginina y prolina”. (tabla C4.11). En. Tomado de la base de datos KEGG. (Kanehisa et al.,
2022).

C4.3.12 Genes asociados a la “degradacion de valina, leucina e isoleucina”

La tabla C4.12 muestra los genes expresados diferencialmente asociados a la
“degradacion de valina, leucina e isoleucina” en la cepa Sscrl. La degradacion de valina,
leucina e isoleucina genera precursores importantes para sintesis de acidos grasos, que

a su vez sirve para biosintesis de antibiéticos policétidos.
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Tabla C4.12. Andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control.
“Degradacion de valina, leucina e isoleucina”
B genessubexpresados @ genes sobreexpresados.

___48horas horas
log2FC  padj

Gen Nombre Producto

SCO0907 SCM1.40c 3-hidroxiisobutirato deshidrogenasa
SC0O1706 SCI30A.27c Aldehido deshidrogenasa (nad+)

SC02726 msdA  Acido metilmaldnico semialdehido deshidrogenasa 1.90E-05

SC02774 acdH2 probable acil-CoA deshidrogenasa 3.30E-05

SC02776  accD1  Acetil/propionil CoA carboxilasa, subunidad beta 1.80E-11

ISCOZ777 accC  subunidad alfa de acetil/propionil CoA carboxilasa 2.90E-06 I
1.2

1.20E-09
5.00E-03

S€02778 hmgL  hidroximetilglutaril-CoA liasa 4.40E-08
SC02779 acdH  Acil-coa deshidrogenasa de cadena corta/ramificada 6.50E-08
SC04913 SCK13.05c probable aldehido deshidrogenasa 2.30E-15
SC05399 SC8F4.03 Acetil-coa c-acetiltransferasa 3.50E-06
SCO5676  gabT  4-aminobutirato aminotransferasa 1.00E-03
SCO5679 SC5H4.03 Probable aldehido deshidrogenasa 3.10E-04
SC06027 SC1C3.15c¢ Acetil-coa acetiltransferasa 1.10€E-04
SC06703 pcal Probable subunidad A de 3-oxoadipato CoA-transferasa 2.20E-02

ISC06832 mutA  Metilmalonil-coa mutasa, dominio n-terminal 1.30E-05 I

2.9 11 5.6
[ .

En el analisis transcripcional se observd que a las 48 horas todos los genes asociados a
la “degradacién de valina, leucina e isoleucina” en la cepa Sscrl se encontraban
sobreexpresados. De los 18 genes sobrexpresados solo dos pudieron conectarse
directamente a la ruta de degradacion de valina, leucina e isoleucina, el gen accC
SC02777 una propionil-CoA carboxilasa y la mutA SCO6832 una metilmalonil-CoA
mutasa (figura C4.25). Seguramente los otros genes participan en rutas alternas o

adjuntas a esta.

En esta ruta metabdlica de |la “degradacién de valina, leucina e isoleucina”, vuelven a
entrar en juego la propionil-CoA carboxilasa y otras enzimas asociadas al metabolismo
de los acidos grasos (tabla C4.12). Esta relacién es clara debido a que la degradacién de
estos tres aminodcidos la valina, la leucina y la isoleucina generan los precursores de los
acidos grasos, que la cepa Sscrl estd utilizando a las 48 horas en la biosintesis de

metabolitos secundarios.
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Degradacion valina, leucina e isoleucina
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0

HO‘"/\)LS—COA

0
Figura C4.25. Metabolismo de la propanoil-CoA. En azul las proteinas sobreexpresadas
y en naranja las proteinas que no se expresaron diferencialmente en la cepa Sscrl
"degradacion de valina, leucina e isoleucina”. (tabla C4.12). Tomado de la base de datos
KEGG. (Kanehisa et al., 2022).

C4.3.13 Genes asociados a “biosintesis de aminoacil-tRNA”

En la tabla C4.13 se exponen los genes que se expresaron diferencialmente asociados a
la biosintesis de aminoacil-tRNA en la cepa Sscrl. Las enzimas aminoacil-tRNA sintetasas
son esenciales en la sintesis de proteinas, debido a que son las encargadas de traducir

los mRNA en sus aminodcidos correspondientes.
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Tabla C4.13. Andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control.
“Biosintesis de aminoacil-tRNA”
F genes subexpresados M genes sobreexpresados.

48 horas
logFC  padj
SC00499 SCF34.18 Posible formiltransferasa 9.70E-12
S5C01501 alaS  Alanil-trna sintetasa 3.00E-07

Gen Nombre Producto

SCO1508  hisS  Histidina--tRNA ligasa 5.00E-33
SC01594 pheT Pertenece a la familia de subunidades beta de la fenilalanil-tRNA sintetasa | 1.2  2.00E-04
SCO01595 pheS Subunidad alfa de la fenilalanil-trna sintetasa 4.50E-32
SC02615 valS Valil-trna sintetasa 1.40E-10
SC03303 lysk  Lisil-trna sintetasa, clase i 1.30E-19
SC03334  trpS1  Triptofanil-trna sintetasa 1.1 1.90E-02
SC03397 SCE9.04 Posible lisil-tRNA sintetasa de membrana integral 1.3 9.00E-03
SCO3778 SCH63.25 Treonina--tRNA ligasa 4.60E-23
SC03792 metG Metionil-trna sintetasa 5.70E-06
SCO3795 aspS  Aspartil-trna sintetasa 3.30E-04
SC03961  serS  Seril-trna sintetasa 4.10E-18
SC05498 gatC  Aspartil-trna(asn)/glutamil-trna(gln) amidotransferasa subunidad ¢ 3.00E-03
SC0O5499 gatA  Aspartil-trna(asn)/glutamil-trna(gln) amidotransferasa subunidad a 2.70E-10
SC05699  proS  Prolil-trna sintetasa 7.90E-33

2.9 11 5.6
[ -

El andlisis transcripcional dilucidé que a las 48 horas 16 genes asociados a la biosintesis
de aminoacil-tRNA estaban sobrexpresados en la cepa Sscrl. Las aminoacil-tRNA
sintetasas expresadas pertenecen a aminoacidos como: L-alanina, L-aspartato, L-
treonina, L-serina, L-metionina, N-formilmetionina, L-valina, L-lisina, L-prolina. L-
histidina, L-fenilalanina, L-triptéfano. En las figuras de la C4.26 a la C4.28 se muestran las
enzimas que interviene en la biosintesis de cada uno de los aminoacil-tRNA de los

aminoacidos mencionados anteriormente.

Al parecer los aminoacil-tRNA mas sintetizados por la cepa Sscrl fueron el L-histidil-
tRNA, el L-fenilalanil-tRNA y L-treonil-tRNA que mostraron expresién diferencial tres
veces mayor. Es curioso que estos genes asociados a los aminoacil-tRNA no se observen
a las 36 horas, seguramente esto se deba a que las proteinas biosintetizadas del
metabolismo primario precedan a las 36 horas de la realizacién de este analisis

transcripcional.
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Biosintesis de aminoacil-tRNA
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Figura C4.26. Biosintesis de aminoacil-tRNA. De los aminoacidos Alanina, Aspartato,
treonina y serina. En azul las proteinas sobreexpresadas en la cepa Sscr1 "biosintesis de
aminoacil-tRNA”". (tabla C4.13). Tomado de la base de datos KEGG. (Kanehisa et al.,
2022).
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Figura C4.27. “Biosintesis de aminoacil-tRNA”. De los aminodcidos metionina, valina y
lisina. En azul las proteinas sobeexpresadas en la cepa Sscrl "biosintesis de aminoacil-
tRNA”. (tabla C4.13). Tomado de la base de datos KEGG. (Kanehisa et al., 2022).
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Biosintesis de aminoacil-tRNA
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Figura C4.28. “Biosintesis de aminoacil-tRNA”. De los aminodcidos prolina, histidina,
fenilalanina y triptéfano. En azul las proteinas sobreexpresadas en la cepa Sscrl
"biosintesis de aminoacil-tRNA”. (tabla C4.13). Tomado de la base de datos KEGG.
(Kanehisa et al., 2022).
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C4.3.14. Genes asociados a “transportadores ABC”

Los genes diferencialmente expresados asociados a la categoria funcional de los
“transportadores ABC”, en la cepa Sscrl, se presentan en la tabla C4.14. Los
transportadores de casete de unidn al ATP (ABC), pertenecen a una de las familias mas
grandes de transportadores de moléculas especificas a través de membranas lipidicas y
se encuentran en bacterias, arqueas y eucariotas.

Tabla C4.14. Andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control.

“Transportadores ABC”
E genes subexpresados M genes sobreexpresados.

36 horas 48 horas
Gen Nombre Producto - -
log2FC padj |[log2FC padj
SC00322 SC5G9Y.31c Posible subunidad de uniéon a ATP de transporte ABC - 1.50E-04
SCO0809 SCF43.20c Permeasas del sistema de transporte dependiente de proteinas de unién | 1.0 | 4.00E-03
SC00914 SCM10.02c Posible lipoproteina 1.3  1.20E-05
SCO1557 SCL11.13c Proteina de unién a sustrato del sistema de transporte de D-metionina - 1.50E-10 2.70E-04
SCO1558 SCL11.14c Probable transportador ABC permeasa 1.30E-05 8.30E-07
SCO1559  metN  Sistema de transporte de D-metionina atp-binding protein 4.60E-12 2.50E-07
SC02229  malG  Permeasa de maltosa -1.1 5.70E-05
5C02231 malE  Oligédmero de arabinogalactano -1.8 1.20E-32
SC02258 SCC75A.04 Proteina permeasa de transporte de informacion -1.1 3.70E-14
SCO2404 SC4A7.32 Probable receptor de unidn al aztcar -1.1  1.80E-07
SCO2405 SC4A7.33 Probable proteina de unidn a ATP transportadora de azucar -1.2 7.70E-09
SCO2406 SC4A7.34 Permeasa del sistema de transporte de azliicares multiples -1.0 1.30E-05
SC02946 SCE59.05c¢ Posible proteina transportadora de azucar que se une al azicar 2.50E-06
SC02995 SCE99.02 Proteina permeasa de transporte de informacion 7.00E-03
SCO3704 SCH35.20c Posible proteina de transporte de unidn a sustrato 2.00E-26
SCO3705 SCH35.19c¢ Proteina permeasa del sistema de transporte de molibdato 7.70E-07
SCO3706 SCH35.18c Roteina de unidn atp del sistema de transporte de molibdato 4.70E-07
5C04141 pstC Fosfato sistema de transporte ABC proteina permeasa - 7.60E-05
SCO4831 SC2A6.16 Pro.de memb. integral del sistema de transporte ABC glicina/betaina 1.1 2.60E-06
SCO4884 2SCK8.10 Probable lipoproteina -1.2  1.90E-25
SCO4886 2SCK8.12 Probable proteina de unién a ATP del transportador ABC de azucar 1.1 9.00E-03
SCO4887 2SCK8.13 Permeasa del sistema de transporte de nucledsidos general 1.2 3.00E-03
SCO4888 2SCK8.14 Permeasa del sistema de transporte de nucledsidos general - 1.00E-02
SCO5775 gluC Probable glutamato permeasa -1.2 2.00E-06
SCO6062 SC9B1.09 Subunidad de unién a ATP del transportador ABC . 9.90E-23
SCO6063 SC9B1.10 Probable permeasa de transporte ABC 7.90E-07
SCO6064 SC9B1.11 Probable permeasa de transporte ABC 1.1 3.00E-03
SCO6814 SC1A2.23c posible componente de unién a ATP del transportador ABC 5.80E-41 1.00E-13
SCO6815 SC1A2.24c Proteina permeasa transportadora ABC de dos dominios 2.40E-70 1.80E-04
SCO6816 SC1A2.25c Proteina de unidn a sustrato del sistema de transporte de fosfato 9.70E-31 3.00E-03
SCO7028 SC1H10.17 Proteina de unidn al sustrato del sistema de transporte de xilobiosa 1.2 5.00E-03
SCO7399 SC10G8.27c lipoproteina de transporte dependiente de proteina de unién -1.2  2.90E-02
-2.9 101 5.6
o -

Estos transportadores utilizan la hidrdlisis del ATP para transportar moléculas de forma
activa, como; aminodacidos, péptidos, proteinas, azucares, iones metalicos, y metabolitos

a través de la membrana. En procariotas, los transportadores pueden importan
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nutrientes y exportan moléculas fuera de la célula. Los transportadores que exportan

moléculas, estan asociados a la resistencia a antibioticos (Beis, 2015).

Ademas, se caracterizan por tener 3 componentes proteicos que por lo general forman
un operén, compuesto por; dos proteinas integrales de membrana, cada una con seis
segmentos transmembranales, dos proteinas en la periférica, que se adhieren e
hidrolizan ATP, y una proteina de unidn a sustrato periplasmico o lipoproteina (Kanehisa

et al., 2023).

En la cepa Sscrl se expresaron diferencialmente tres tipos de transportadores ABC,
transportadores de minerales y iones organicos, transportadores de oligosacarido, poliol
y lipidos y transportadores de fosfato y aminodacidos (Tabla C4.14 y figura C4.29). La

expresion de estos genes fue bastante variada de un tipo a otro.

Por ejemplo, en la cepa Sscrl, los genes de tres proteinas asociadas al transporte del
molibdato (S§C03704, SCO3705y SCO3706), se sobreexpresaron solo a las 36 horas (Tabla
C4.14) (figura C4.29A). De igual forma sucedidé con el transportador de la betaina
(§C04831) (osmoprotector) solo que en este caso el gen de la proteina SC0O2933
encargada de unirse al sustrato, no se expreso diferencialmente (Tabla C4.14 y figura

C4.29B).

La betaina es un soluto compatible igual que la ectoina de la cual se hablé en el apartado
de metabolismo microbiano en diversos ambientes (apartado C4.3.6). En E. coli se
demostré que, frente a un cambio osmdtico, la acumulacién de betaina, restaura el

volumen celular y aumenta la cantidad de agua en el citoplasma (Cayley et al., 1992).

Por otra parte, en el trasportador de multiples azucares, los genes de las tres proteinas
encargadas del proceso se subexpresaron. El gen de la proteina encargada de unirse al
azucar (SC02404), se subexpreso a las 36 horas, mientras que, el de la proteina permeasa
(§C02406) y la proteina de unién al ATP (SC0O2405) se subexpresaron a las 48 horas
(figura C4.29C).

En el caso de la adenosina se observd que los genes de cuatro proteinas asociadas al
transporte, el primero el de una lipoproteina (SCO4884) se subexpreso a las 36 horas,

mientras que los de las otras 3 proteinas, las dos proteinas permeasas (SCO4887 vy
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SC04888) y la proteina de unidén al ATP (SCO4886) se sobrexpresaron a las 48 horas
(figura C4.29D, tabla C4.14).

En el ortofosfato los genes de las tres proteinas encargadas de su transporte (SCO6814,
SC0O6415, SCO6416) se sobrexpresaron a las 36 y 48 horas. Todas las proteinas de este

operdn tienen un FC alto respecto a los valores de las otras proteinas en la tabla C4.14.

Transportadores ABC
Transporte de minerales y iones organicos
A Molibdato SCH35.20c SCH35.19¢ SCH35.18¢
(sco3704) (sco3705) (sco3706)
1 ° Posible proteina Proteina permeasa proteina de unién
O:I\IAO—OH de transporte de del sistema de ATP del sistema de
OH unién a sustrato transporte de transporte de
molibdato molibdato
Betaina
B SCE19A.33 (SC02933) SC9B1.10 (SCO6063) SC9B1.09 (SCO6062)
H3C 9”3 o ° componente de SC9B1.11 (SCO6064) Subunidad de unién
N ina de unién a Probable permeasa de a ATP del
HaC” o proteina p
permeasa transporte ABC transportador ABC
Osmoprotector
Transporte de oligosacarido, poliol y lipidos
SC4A7.34 (SCO2406)
C Multiples SC4A7.32 (SCO2404) proteina permeasa SC4A7.33 (SCO2405)
azlcares receptor de unién al del sistema de Proteina de unién a R
¢ azucar transporte de ATP transportadora de
azlcares multiples azucar
D adenosina 25CK8.13 (SC04887)
/=N 2SCK8.14 (SC04888) 2SCK8.12 (SCO4886)
HOAG‘NWNHZQ 2SCK8.10 (SC04884) Proteinas permeasas proteina de unién a R
i N N lipoproteina del sistema de ATP del transportador
HO OH transporte de ABC de azlcar
nucleésidos general
Transportadores de fosfato y aminoacidos
E ortofosfato SC1A2.24c (SC06815)
SC1A2.25¢ (SCO6816) Parte del sistema de  SC1A2.23c (SCO6814)
9 Proteina de unién a transporte Componente de unién a
HO’R\OH sustrato del sistema de dependiente de ATP del transportador
OH transporte de fosfato proteinas de unién ABC
para fosfato
F D-metioning MetN (SCO1559)
o SCL11.13c (SCO1557) SCL11.14c (SCO1558) Sistema de transporte
J\/\/S Proteina de unién a sustrato Probable de la proteina de
HO™ Y “CH3 del sistema de transporte detransportador ABC unién ATP D-
NH2 D-metionina permeasa metionina

Figura C4.29. Transportadores ABC. En azul las proteinas sobreexpresadas, en rojo las
proteinas subexpresadas y en naranja las proteinas que no se expresaron
diferencialmente en la cepa Sscrl "transportadores ABC”. (tabla C4.14). (A) Molibdato,
(B) Betaina, (C) Multiples azucares, (D) Adenosina, (E) ortofosfato, (F) D-metionina.
Tomado de la base de datos KEGG. (Kanehisa et al., 2022).
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Por ultimo, los genes de las proteinas encargadas de transportar D-metionina también
se sobrexpresaron todos a las 36 y 48 horas (SCO1557, SCO1558, SCO1559). Los
transportadores ABC son proteinas que cumplen un importante papel en el transporte
de nutrientes y resistencia a antibidticos y aunque en las figuras donde se muestran los
genes relacionados con las diferentes rutas metabdlicas (figuras C4.6 a la C4.9), estos
transportadores ABC, parecen que no se relacionaran mucho, seguro que su funcién
como transportadores es vital en el desarrollo del metabolismo primario y secundario.
Probablemente en Streptomyces su papel también vaya mas alld en la resistencia a
antibidticos por ser esta especie tan excelente productora de estos y en el transporte de

precursores para la sintesis de estos.

C4.3.15 Genes asociados a “sistemas de dos componentes (TCS)”

Los genes asociados a los sistemas TCS en la cepa Sscrl se exponen en la tabla C4.15. Los
sistemas de dos componentes son importantes reguladores que responden a estimulos
internos y del medio ambiente. Por lo general estdn compuestos por dos proteinas, un
sensor de histidina kinasa (HK) y un regulador de respuesta (RR). El HK responde a
cambios del entorno y a través de un flujo de fosforilacién al RR, permite modular su

funcién y tener una rapida respuesta frente al estimulo.

Los genes asociados a los sistemas de dos componentes en la cepa Sscrl, solo se
expresaron diferencialmente a las 36 horas y solo tres de los 19 genes expresados
diferencialmente, se encuentran subexpresados, el narG2 (5C00216), SC0O2255 y
SC06962. Todos los otros genes se sobrexpresaron (Tabla C4.15).

Aunque el gen narG2 no es un sistema de dos componentes, sino que es una enzima
nitrato sintetasa respiratoria, en las bases de datos este gen se encuentra asociado a los
sistemas de dos componentes. Su asociacién se puede deber a que, el sistema de dos
componentes osdR-osdK (SCO0204-SC00203) el cual actua en respuesta a la limitacion
de oxigeno y nutrientes, controla la sintesis del operdn nar2 en respuesta a la hipoxia en

el micelio (Fischer et al., 2019).
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Tabla C4.15. Andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control.
“Sistema de dos componentes”
E genes subexpresados M genes sobreexpresados.

Gen Nombre Producto — 36horas
log2FC  padj
SCO0216  narG2  Nitrato reductasa / nitrito oxidorreductasa, subunidad alfa -1.1  0.00012
SCO2255 SC1G2.17c Proteina resistente a la vancomicina vanj -1.1 3.70E-12
SCO2307 SCC30.15 Posible sensor quinasa de dos componentes 2.20E-20
SCO2308 SCC30.16 probable regulador de respuesta del sistema de dos componentes 8.90E-13
SC03079 SCE25.20 Acetil-coA C-acetiltransferasa P17 18629
SCO3592 SC66T3.03 Proteina resistente a la vancomicina vanj 1.1 1.00E-03
SCO3596 vanX D-alanina:d-alanina dipeptidasa 1.1  2.20E-02
SC04502 SCD35.09 Acetil-coa c-acetiltransferasa 3.90E-10
SCO4948  narH3  Cadena beta de nitrato reductasa 4.90E-12
SCO4949 2SCK31.09 Nitrato reductasa molibdeno cofactor ensamblaje acompafiante narj/narw 3.10E-09
SCO4950 narl3  Cadena gamma de nitrato reductasa 2.10E-06
SC05261 25C7G11.23 Probable malato oxidorreductasa 4.20E-27
SCO5399 SC8F4.03 Acetil-coa c-acetiltransferasa - 3.30E-19
SC05436 SC6A11.12 Proteina de transporte aerdbica de c4-dicarboxilato 1.1 1.10E-04
ISC05784 SC4H2.05 Histidina quinasa - 4.40E—17|
SCO6548 SC5C7.33 Celulosa 1,4-beta-celobiosidasa 1.2 | 2.00E-06
ISCO6962 SC6F7.15¢c Pertenece a la familia de la glutamina sintetasa -1.1  1.20E-31 I
SC07049 glsA Pertenece a la familia de las glutaminasas - 7.10E-09
-2.9 -1 1 5.6

Sin embargo, esta asociacion es natural pues, los sistemas de dos componentes
reaccionan a cambios bruscos en el ambiente que necesitan una respuesta rapida por
parte de la bacteria; la falta de oxigeno para una bacteria aerobia obligada debe significar

acciones precisas y que mejor estrategia que un sistema de dos componentes.

Ademas del gen narG2 a los sistemas de dos componentes también se asociaron tres
genes mas del mismo tipo: narH3 (SC0O4948), narl3 (SCO4950) y el SCO49489. Estos tres
genes junto con el gen narG2 son subunidades del nitrato reductasa (figura C4.30). Asi
mismo en el apartado del metabolismo microbiano asociado a diversos ambientes
también se ha discutido el papel de estos dos genes narH3 (SCO4948) y narl3 (SCO4950)
(Apartado C4.3.6).
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Nitrato retiluctasa

I NarG2 (5C00216) NarH3 (SC04948) Narl3 (SC04950) 25CK31.09 (scoagag)‘
subunidad alfa de Cadena beta de Cadena gammade Nitrato reductasa
la nitrato nitrato reductasa nitrato reductasa molibdeno cofactor
reductasa NarG2 ensamblaje
acompanante
narj/narw

Figura C4.30. Nitrato reductasa. En azul las proteinas sobreexpresadas y en rojo las
proteinas subexpresadas en cepa Sscrl "sistema de dos componentes”. (tabla C4.15).
Tomado de la base de datos KEGG. (Kanehisa et al., 2022).

Por otro lado, dentro de los genes diferencialmente expresados se encuentran tres genes
asociados al operdn de resistencia a la vancomicina, SCO2255 que codifica la proteina
resistente a la vancomicina VanJ, el cual esta subexpresado, SCO3592 del mismo tipo de
gen, que el anterior, y vanX (SCO3596) que codifica una D-alanil-D-alanina dipeptidasa
(figura C4.31).

Operdn de resistencia a vancomicina

Regulacion Resistencia
\ |
[ Vo |
SC1G2.17c VanX
(SC02255) (SCO3596)
sensor quinasa  regulador de SC66T3.03 proteina de D-lactato D-alanina-D- D-alanil-D-
de dos respuesta del (SCO3592) resistenciaala deshidrogen lactato ligasa alanina
componentes sistema de dos proteina de  vancomicina asa dipeptidasa
componentes resistenciaala VanK
vancomicina
Vanl

Figura C4.31. Operon de resistencia a vancomicina. En azul las proteinas
sobreexpresadas, en rojo las proteinas subexpresadas y en naranja las proteinas que no
se expresaron diferencialmente en la cepa Sscrl1 "sistema de dos componentes”. (tabla
C4.15). Tomado de la base de datos KEGG. (Kanehisa et al., 2022).

Los Unicos genes de la tabla C4.15 con caracteristicas de sistema de dos componentes
fueron SCO2307 que es un posible sensor quinasa, el SCO2308 probable regulador de
respuesta y SCO5784 histidina quinasa.

Cuando se observo la posicion del TCS SCO2307- SCO2308 en el genoma de S. coelicolor,
tenia la particularidad de tener de genes vecinos aguas arriba a el SCO2305 y el SCO2306

(tabla A17) que codifican una subunidad putativa de unién a ATP del transportador ABC
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y una proteina de membrana integral del transportador ABC respectivamente; aguas
abajo por el SCO2309 y el SCO2310 (tabla A17) que codifican una proteina de transporte
transmembrana putativa y una proteina de eflujo de membrana integral putativa. Al
mirar en el andlisis transcripcional todos estos genes vecinos estan sobrexpresados a las
36 horas con un padj < 0.05 al igual que el sistema TCS SC02307- SCO2308. Estos genes

podrian ser parte de un operoén.

Por otra parte, el gen SCO5784, aunque su regulador de respuesta (SCO5785) no paso el
umbral para estar dentro del analisis transcripcional, estuvo cerca con un FC 0.974 pad;j:
1.10E-04. Este sistema parece estar implicado en la regulacién de los procesos
relacionados con la transicién del metabolismo primario al metabolismo secundario

(Rozas et al., 2012).

No queda claro porque el programa String reconocié tan pocos genes, que en realidad
fueran sistemas de dos componentes, puede ser porque no estan diferencialmente
expresados en el andlisis transcripcional o no hay mucha informacién de estos en sus

bases de datos.

C4.3.16 Genes asociados a los “sistemas XRE/DUF397”

Dado que el analisis transcripcional analiza el efecto de |la sobreexpresién de un gen XRE
en S. coelicolor, se examiné que estaba pasando con los otros sistemas XRE/DUF397 en

la cepa Sscrl.

De los otros 14 sistemas XRE/DUF397 presentes en el genoma, solo los genes de un
sistema completo exhibieron expresion diferencial, el del par SCO2513/SC0O2514 en
donde ambos genes el XRE y el gen DUF estaban subexpresados a las 36 y 48 horas en la
cepa Sscrl (tabla C4.16). Sobresale que el gen XRE (SCO2513) estaba subexpresado casi
tres veces a las 36 horas mientras que ninguno de los otros genes presenta una
subexpresion tan baja. En el ensayo de sobreexpresidn de los sistemas XRE/DUF397 en
en S. coelicolor (capitulo 2) el gen XRE (SCO2513) retrasa el desarrollo en S. coelicolor,

mientras el gen DUF (SCO2514) no tiene ningun efecto (figura C2.1).

174



Por otro lado, dos genes XRE también se expresaron diferencialmente en la cepa Sscrl,
el gen SCO1979, el cual se sobreexpresd a las 36 horas (tabla C4.16) mientras que el gen

SC0O4301 se subexpreso a las 36 horas en la cepa Sscrl.

A parte de eso, 4 genes DUF se expresaron diferencialmente en la cepa Sscrl. Los genes
SCO6128 y el gen SCO6235 se subexpresaron ambos a las 36 horas. De la misma forma,
el gen SCO5124 se subexpreso a las 36 y 48 horas en la cepa Sscrl. Por otra parte, el gen

DUF SCO4177 se sobrexpreso a las 48 horas en la cepa Sscrl.

Tabla C4.16. Andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control.
“Sistemas XRE/DUF397” M gen XRE, gen DUF
F genessubexpresados M genes sobreexpresados.

36 horas 48 horas

Gen Nombre Producto
log2FC  padj Log2FC padj

SCO1979 SC3C9.14c probable proteina de unién a DNA | 1.1 | 1.80E-05

SC02513 SCC121.16 proteina hipotética BN 250591 114 3.20E-11
SCO2514 SCC121.17 proteina hipotética -14 3.40E-29 -1.2 9.00E-09
S5C04177 SCD66.14 proteina hipotética conservada -9.00E-09

SC0O4301 SCDY5A.34c posible proteina de uniéon a DNA -1.3 3.40E-29
5C04441 SCD6.19 posible proteina de unién a DNA -6.60E-58- 1.10E-06

SC04442 SCD6.20 proteina hipotética -1.4 9.00E-23| -1.7 1.40E-09
SCO5124 SC9E12.09¢ proteina hipotética 1.2 4.70E-22| =1.9 | 1.40E-09
SCO6128 SC9B2.15c Proteina no caracterizada -1.1 4.70E-22
SC06235 SC2H4.17c Proteina no caracterizada -1.0 4.70E-22

-2.9 -1 01 5.6

En la tabla C4.16 también se incluyd el sistema SCO4441/5C04442. Evidentemente el
gen SCO4441 estd sobrexpresado en la cepa Sscr1 en ambos tiempos, a las 36 y 48 horas.

En tanto que, el gen SCO4442 esta subexpresado a las 36 y 48 horas.

En general, en el analisis transcripcional de la cepa Sscrl se observa una tendencia en la
gue sobresale que algunos de los genes XRE que en el ensayo de su sobreexpresién en
S. coelicolor retrasan el desarrollo, estan subexpresados en la cepa Sscr1, como es el caso
de los genes SCO2513, SCO4301. Ademas, sobresale que el gen SCO4177, es el Unico gen

de tipo DUF que estd sobreexpresado a las 48 horas.

Por otra parte, es interesante observar que de los 14 sistemas XRE/DUF, 9 de las
proteinas que los forman, aparte del sistema SCO4441/42, estan activas en las

condiciones ensayadas; pues, aunque en la cepa Sscrl estén subexpresadas la mayoria
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de ellas, el hecho de mostrar expresidn diferencial significa que en la cepa control estan

ejerciendo algun tipo de regulacion.

Trabajos previos del grupo demostraron que la proteina Scrl necesita la presencia de la
proteina Scr2, para poder ejercer una regulacién positiva en la produccién de
antibidticos (Santamaria et al., 2018). Sin embargo, no ha sido posible demostrar la
interaccidén directa de ambas proteinas mediante el empleo de un sistema de dos
hibridos realizado en E. coli (resultados del grupo no publicados). Este resultado nos
plantea la hipétesis de que la interaccidn entre ambas proteinas no sea directa o requiera
la interaccidn con otra u otras proteinas que no estan presentes en E. coli. Por otro lado,
algunos autores afirman que proteinas similares a Scr2 tienen dominios de aminodacidos
con capacidad de unidn proteina-DNA (Pope et al., 1998). Debido a ello y a que en el
analisis transcripcional de la cepa Sscrl la proteina Scr2 estd subexpresada, se puede
plantear la hipdtesis de que la proteina Scr2 se sintetice previamente a la Scrl y se una
a una region del gen que codifica la Scrl activando su sintesis. Posteriormente, Scr2,
después de la interaccion proteina (Scr2)-DNA (scr1) se degradaria dando paso a que la
Scrl cumpla su papel de regulacidn positiva de la produccion de antibiéticos. Asi en este
caso no se produciria una interaccion proteina-proteina si no que seria una interaccion

proteina (Scr2)-DNA (scr1) (figura C4.32).

T1 T2 T3 T4
- : Regulacién de
Se sintetiza
A A Regulacion \ SC04441 B W ntibisticos .
—_—
A — — E g .

3 m 3 Sintesis de
Proteina Scr2 Proteina Scrl e ges

antibidticos

\ Gen SC04441

A Proteina Scr2

. Proteina Scrl

Figura C4.32. Hipodtesis de interaccidn regulatoria de las proteinas Scrl y Scr2.
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C4.4. Busqueda de metabolitos secundarios con el programa antiSMASH

Para ampliar la busqueda de genes diferencialmente expresados relacionados con la
sintesis de metabolitos secundarios y encontrar aquellos que la base de datos STRING
no descubrid, se utilizd el programa antiSMASH (Blin et al., 2021) para posicionar los
diferentes clisters que codifican metabolitos secundarios y comparando cada region del

genoma de S. coelicolor, con los genes diferencialmente expresados en la cepa Sscrl.

El programa arrojé 26 regiones dentro del genoma de S. coelicolor en las cuales se
encuentran los genes implicados en la biosintesis de metabolitos secundarios. En la cepa
Sscrl se encontraron genes diferencialmente expresados en 19 de esas regiones. Sin
embargo, no para todos los metabolitos secundarios encontrados se estaban

expresando los genes biosintéticos centrales.

Se realizd una grafica con los metabolitos secundarios que mostraron tener
diferencialmente expresados los genes biosintéticos centrales y se traté de extrapolar su
posicion en el genoma de S. coelicolor (figura C4.33). En esa figura se muestra la
expresion diferencial de los genes, el tipo de gen, el tiempo en el que se expresd y su

posicién aproximada en el genoma.

Solo dos metabolitos secundarios de la figura C4.33 parecen no estarse produciendo en
la cepa Sscrl, pues sus genes biosintéticos centrales se encuentran subexpresados; son
la coelichelina ((NRP-metaloféro (metaldforo peptidico no ribosémico), NRPS (sintetasa
peptidica no ribosémica)) y RED (T1PKS (PKS tipo | (policétido sintasa), similar a NRPS
(fragmento similar a NRPS), prodigiosina). Los 8 metabolitos que se encuentran
sobrexpresados en la cepa Sscrl son: la ectoina, el CDA (NRPS), actinorrodina (T2PKS
(policétido tipo 1)), albaflavenona (terpeno), coelimicina P1 (T1PKS policétido tipo 1),
hopeno (terpeno), arsonio (T1PKS) y 5-dimetilalilindol-3-acetonitrilo (Indol). Asi pues, es
evidente que la cepa Sscrl esta produciendo una variedad grande de metabolitos

secundarios en mayor cantidad que la cepa silvestre.

La produccion de la coelimicina P1 también se constaté en los cultivos iniciales utilizados
para la obtencidn del RNA, al ser el primer metabolito de color amarillo que se observé
a las 36 horas. La coelimicina P1 es un compuesto inestable sin actividad antibidtica, que

se produce después de la sintesis del antibidtico coelimicina A (Gémez-Escribano et al.,
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2012). En la cepa Sscrl solo 5 genes del cluster biosintético de la coelimicina P1 no estan
sobreexpresados. A las 36 horas se sobreexpresaron 26 genes y a las 48 horas 25 genes

de los 33 genes biosintéticos del cluster, incluyendo todos los genes biosintéticos

centrales.
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Figura C4.33. Metabolitos secundarios que varian su expresion en la cepa Sscrl en el
analisis transcripcional a las 36 y 48 horas. Posicion en el cromosoma.

Las tablas que muestran la expresién diferencial de cada uno de los metabolitos

secundarios que varian en la cepa Sscrl, se mencionan en el apartado que se muestra
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en los anexos A3 Expresion diferencial de cada uno de los metabolitos secundarios que

varian en el analisis transcripcional de la cepa Sscr1.

C4.5 Validacion del analisis transcripcional

Para la validacion del analisis transcripcional se realizé una qPCR de dos genes
expresados diferencialmente en el analisis transcripcional de la cepa Sscrl. Los genes
seleccionados fueron scrl (5C04441) y el actlORF3 (SCO5089). En la figura C4.32 se
observan que los vapores del FC de los genes elegidos son muy similares en ambos

analisis. De esta forma se valida el analisis de RNAseq.

4
3
e
N 2
o
1 B RNAseq
0 B = gPCR
36h 48h 36h 48h
scrl actlORF3
genes

Figura C4.34. Validacién del analisis transcripcional de la cepa Sscrl, comparando los
valores de FC de los genes scrl (SCO4441) y el act/lORF3 (SCO5089) en los andlisis de
RNAseq y gPCR.

C4.6 Conclusiones del analisis transcripcional

Después de este analisis transcripcional de la cepa Sscrl se puede concluir que la
proteina Scrl ejerce una regulacion pleiotrépica en varios procesos importantes a nivel
celular, como son; procesos energéticos, sintesis de proteinas, respuesta al estrés y

procesos de transporte de moléculas.

En la figura C4.35 se muestra un resumen de todos los procesos discutidos a través de
este capitulo que estan siendo regulados por esta proteina, la red de regulacion de esta

proteina es una red intrincada, en la que algunos procesos se asocian de una forma
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simple y en otros todavia falta informacidn para poder entender y comprender cémo
estan sucediendo. Sin embargo, este andlisis transcripcional avanza un paso en el
esclarecimiento del papel pleiotrépico que ejerce la proteina Scrl en procesos de

desarrollo y biosintesis de metabolitos secundarios en S. coelicolor.

Molibdato
Multiples Degradacién
azucares Purinas
Adenosina Degradacién
Scrl = P valina, leucina
Ortofosfato TCS e isoleucina
Coelichelina
D-metionina « Acetil-coA
reductasa
Betaina sulfato m
albaflavenona
citrato
L S-dimetilalilindol-3-
Triptéfano acetonitrilo
" prolina| Lo Y ropeno]
Hopeno
D;::;Itr'f: y actll-ORF4,
Oxidativo actll-1

L-alanina, L-aspartato, L-treonina
L-serina, L-metionina, N-formilmetionina
L-valina, L-lisina, L-prolina, L-histidina, L-
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Figura C4.35. Esquema de posible red de regulacion de la proteina Scrl (SCO4441) de S.
coelicolor. Las flechas azules: regulacion positiva, flechas rojas: regulacidon negativa.
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Conclusiones






En esta investigacion se abordaron varios frentes respecto a las implicaciones de los sistemas

XRE/DUF397 de S. coelicolor en la produccidn de antibidticos y diferenciacién morfolégica. Los

estudios realizados incluyen su caracterizacion in silico, estudios de su funcidon cuando se

sobreexpresan o se delecionan y analisis transcripcional de uno de sus representantes, para

determinar los genes que regula al sobrexpresarse en S. coelicolor.

Basados en estos estudios se puede concluir:

Capitulo 1 Sistemas XRE/DUF397 de S. coelicolor

A nivel in silico

Los 15 sistemas XRE/DUF397 de S. coelicolor estan muy conservados en la
familia streptomycineae y el sistema SC04441/SC0O4442 esta conservado
también en casi todas las familias del filo Actinobacteria: streptomycineae,
glycomycineae, micromonosporineae, pseudonocardineae,
streptosporangineae, frankineae y corynebacterineae.

El analisis filogenético dio vestigios de que los sistemas XRE/DUF397 de S.
coelicolor son proteinas que al parecer estdan filogenéticamente
emparentadas.

Los genes proximos a los genes que codifican las proteinas de los sistemas
XRE/DUF397 de S. coelicolor, codifican proteinas con potencial para la accion
reguladora de la produccidn de antibiéticos que pudieran estar ejerciendo
estos sistemas.

La ubicacién y posicién general de los genes que codifican las proteinas de
los sistemas XRE/DUF397 de S. coelicolor, no muestran una organizacion
general que los caracterice pero siempre el gen que codifica la proteina XRE
es anterior al que codifica la proteina DUF397.

Las proteinas XRE y DUF397 de S. coelicolor tienen dominios de aminoacidos
gue las capacita para ejercer regulacién transcripcional uniéndose a regiones
génicas o proteicas.

No hay modelos estructurales robustos de las proteinas de los sistemas

XRE/DUF397.
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Capitulo 2 Sobreexpresion de los sistemas XRE/DUF397
De los 14 sistemas XRE/DUF397 de S. coelicolor se puede concluir
e La sobreexpresion de las supuestas toxinas (14 proteinas DUF397) (SC0O1978,
5§C02245, 5€02252, 5€02382, SCO2514, SCO4177, SCO4300, SCO4542, SCO4679,
SCO5124, SCO6128, SCO6235 SCO6630, SCO7616) no genera muerte celular en
S. coelicolor y no se comportan como sistemas de toxina/antitoxina, al menos
bajo las condiciones estudiadas.
e Lasobreexpresion en S. coelicolor de las proteinas XRE y DUF397 por separado o
ambas proteinas de los diferentes sistemas, muestran cambios en la produccion
de ACT y RED, actuando positiva o negativamente en la regulacién de estos dos

antibioticos, asi como en promoviendo cambios fenotipicos en diferenciacion.
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De los 6 sistemas XRE/DUF397 de S. coelicolor seleccionados se puede concluir

e En general, las proteinas de los genes XRE ejercen una regulacién negativa en la
diferenciacién de S. coelicolor en medios ricos.

e Las proteinas de los genes DUF, por lo general, no afectan a la diferenciacion,
pero ejercen una regulacién negativa en la producciéon de ACT en medios ricos,
mientras, que regulan de forma positiva la produccién de RED en medio PGA.

e Las proteinas XRE/DUF397 en conjunto, por lo general, solo ejercen regulacion
negativa en la diferenciacién y la produccion de ACT en medio R2YE.

e El estudio del efecto antibidtico frente a B. subtilis sugiere que en algunos casos
la sobreexpresién de estas proteinas estd produciendo nuevas moléculas
bioactivas que no vemos de forma cualitativa cuando se analiza la produccién de
antibidticos coloreados y estos resultados abren una ventana en el estudio del
papel de esta clase de reguladores en la produccion de antibioticos.

Capitulo 3 Obtencién de mutantes de S. coelicolor carentes de sistemas XRE/DUF397

e En general las deleciones de los sistemas XRE/DUF397 seleccionados provocan
una bajada de la produccién de ACT y un retraso en la diferenciacién con una
mayor o menor intensidad en los medios ricos y una subida de la produccion de
ACT en estas cepas crecidas en medio minimo NMMP. Esto indica que pueden

jugar un papel regulador diferente atendiendo a medio de cultivo empleado.
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El mutante A7615/7616 es el que muestra un fenotipo mas relevante con
respecto a la cepa silvestre en todos los medios ensayados. Asi en medios ricos
(R2YE, LB y YEPD) produce menos antibidtico y en otros medios, como el medio
pobre (NMMP) y el medio de esporulacion (SFM) produce mds cantidad.

Los mutantes con un fenotipo mas resefable (A53/52 en medio YEPD; A78/79 en
medio R2YE; A15/16 en R2YE) fueron capaces de ser complementados con sus
correspondientes plasmidos integrativos portadores de los genes delecionados.
Por lo tanto, el fenotipo de estas cepas mutantes se debe a la delecién de los

genes SCO2253/52, SCO4678/79 y SCO7615/16 y no a efectos polares.

Capitulo 4 Analisis transcripcional de la sobrexpresion del gen scr1

El andlisis transcripcional de la cepa Sscrl, cepa que sobreexpresa la proteina
SC04441, permite concluir que la proteina Scrl ejerce una regulacion
pleiotropica en varios procesos importantes a nivel celular, como son; procesos
energéticos, sintesis de proteinas, respuesta al estrés y procesos de transporte
de moléculas.

La red de regulacidén de esta proteina es una red intrincada, en la que algunos
procesos se asocian de una forma simple y en otros todavia falta informacién
para poder entender y comprender cémo estan sucediendo. Sin embargo, este
analisis transcripcional avanza un paso en el esclarecimiento del papel
pleiotrépico que ejerce la proteina Scrl en procesos de desarrollo y biosintesis

de metabolitos secundarios en S. coelicolor.
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Materiales y métodos






M1 Microrganismos utilizados y creados

Los microorganismos utilizados en esta investigacién se detallan en la tabla M1

Tabla M1. Microorganismos empleados.

Cepa Genotipo Referencia
. coelicolor M145 SCP1 SCP2" (Hopwood, 1986)
. coelicolor M145 A46/45 SCP1 SCP2" ASC0O2246/45 Este trabajo
. coelicolor M145 A53/52 SCP1 SCP2" ASC0O2253/52 Este trabajo
. coelicolor M145 A78/79 SCP1 SCP2" ASC0O4678/79 Este trabajo
. coelicolor M145 A36/35 SCP1 SCP2" ASC06236/35 Este trabajo
. coelicolor M145 A15/16 SCP1 SCP2" ASCO7615/16

Escherichia coli DH5a F-, ®80d/acZAM15, (Hanahan, 1983)
A(lacZYAargF)U169, recAl,
endA1, hsdR17(rk-. mk+),
SupE44, -, thi-1, gyrA, relAl

Escherichia coli ET12567 dam, dcm, hsdS, cat, tet (MacNeil et al., 1992)

Bacillus subtilis CECT 4522 Cepa Silvestre CECT

Lnh h L L uh u»

M2 Vectores utilizados
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En esta investigacién por cada sistema XRE/DUF397 se construyeron tres plasmidos
intermediarios en E. coli derivados del pldsmido pXHisl (tabla M2) y luego, sobre el
plasmido pXN4, se construyeron los tres plasmidos multicopia finales que se utilizaron
para transformar S. coelicolor (tabla M3). Asi se han generado un total de 84 plasmidos
cuyo esquema de construccidon se muestra en las figuras M1y M2. En la clonacién en el
plasmido pNX4 los genes XRE y DUF397 individuales quedan bajo el control del promotor
de la xilanasa XysA de S. halstedii (S. Rodriguez et al., 2005) y en los plasmidos que llevan
ambos genes (XRE/DUF397) el primero de ellos queda bajo el control de este promotor

figura M2.
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Figura M1. Esquema de construccion de plasmidos intermediarios en E. coli derivados
del plasmido pXHis1 de los sistemas XRE/DUF397.
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Figura M2. Esquema de construccion de plasmidos finales para Streptomyces. Estos
plasmidos son derivados del plasmido pNX4.
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Tabla M2. Plasmidos intermedios en E. coli derivados del plasmido pXHis1.

Vector Caracteristicas Referencias
pXHis1 Vector de E. coli. Incluye el gen xysA. de Streptomyces halstedii
) . . . . (Adham et al.,
(marcado con 6xHis en Ct) bajo su propio promotor. Resistencias:
- 2001)
Ampicilina (bla)
pX1978 Derivado de pXHis1. Incluye el gen SCO1978 de S. coelicolor. Bajo el .
Este trabajo
promotor xysA.
pX1979 Derivado de pXHis1. Incluye el gen SCO1979 de S. coelicolor. Bajo el .
Este trabajo
promotor xysA.

pX1979/78 Derivado de pXHisl. Incluye los genes SC01979/78 de S. coelicolor.

. Este trabajo
Bajo el promotor xysA. J

pX2245 Derivado de pXHis1. Incluye el gen SC02245 de S. coelicolor. Bajo el .
Este trabajo
promotor xysA.
pX2246 Derivado de pXHis1. Incluye el gen SC02246 de S. coelicolor. Bajo el .
Este trabajo
promotor xysA.

pX2246/45 Derivado de pXHisl. Incluye los genes SC02246/45 de S. coelicolor.

. E j
Bajo el promotor xysA. ste trabajo

pX2252 Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO2252 de S. coelicolor. Bajo el .
Este trabajo
promotor xysA.
pX2253 Derivado de pXHis1. Incluye el gen SCO2253 de S. coelicolor. Bajo el Este trabajo
promotor xysA.

pX2253/52 Derivado de pXHisl. Incluye los genes SC02253/52 de S. coelicolor.

£ .
Bajo el promotor xysA. ste trabajo

<
Q . . . .
% pX2381 Derivado de pXHis1. Incluye el gen SCO2381 de S. coelicolor. Bajo el Este trabajo
E3 promotor xysA.
; pX2382 Derivado de pXHis1. Incluye el gen SCO2382 de S. coelicolor. Bajo el Este trabajo
@ promotor xysA.
§- pX2381/82 Derivado de pXHisl. Incluye los genes SCO02381/82 de S. coelicolor. .
) . Este trabajo
Bajo el promotor xysA.
pX2513 Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO2513 de S. coelicolor. Bajo el .
Este trabajo
promotor XysA.
pX2514 Derivado de pXHis1. Incluye el gen SCO2514 de S. coelicolor. Bajo el Este trabajo
promotor XysA.

pX2513/14 Derivado de pXHisl. Incluye los genes SC02513/14 de S. coelicolor.

Bajo el promotor XysA. Este trabajo

pX4176 Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO4176 de S. coelicolor. Bajo el .
Este trabajo
promotor XysA.
pX4177 Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO4177 de S. coelicolor. Bajo el .
Este trabajo
promotor XysA.

pX4176/77 Derivado de pXHisl. Incluye los genes SCO4176/77 de S. coelicolor.

Este trabaj
Bajo el promotor XysA. ste trabajo

pX4300 Derivado de pXHis1. Incluye el gen SCO4300 de S. coelicolor. Bajo el .
Este trabajo
promotor xysA.
pX4301 Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO4301 de S. coelicolor. Bajo el .
Este trabajo
promotor xysA.

pX4301/00 Derivado de pXHisl. Incluye los genes SCO4301/00 de S. coelicolor.

Este trabaj
Bajo el promotor XysA. ste trabajo

pX4542 Derivado de pXHis1. Incluye el gen SCO4542 de S. coelicolor. Bajo el Este trabaio
promotor XysA. J

pX4543 Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO4543 de S. coelicolor. Bajo el Este trabaio
promotor XysA. J

pX4543/42 Derivado de pXHisl. Incluye los genes SCO4543/42 de S. coelicolor.

j Este trabaj
Bajo el promotor xysA. ste trabajo

pX4678 Derivado de pXHis1. Incluye el gen SCO4678 de S. coelicolor. Bajo el Este trabaio
promotor xysA. J

pX4679 Derivado de pXHis1. Incluye el gen SCO4679 de S. coelicolor. Bajo el Este trabaio
promotor xysA. )
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pX4678/79
pX5124
pX5125
pX5125/24
pX6128
pX6129
pX6129/28
pX6235
pX6236
pX6236/35
pX6629
pX6630
pX6629/30
pX7615
pX7616

pX7615/16

Derivado de pXHisl. Incluye los genes SCO4678/79 de S. coelicolor.
Bajo el promotor xysA.

Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO5124 de S. coelicolor. Bajo el
promotor xysA.

Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO5125 de S. coelicolor. Bajo el
promotor xysA.

Derivado de pXHisl. Incluye los genes SCO5125/24 de S. coelicolor.
Bajo el promotor xysA.

Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO6128 de S. coelicolor. Bajo el
promotor xysA.

Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO6129 de S. coelicolor. Bajo el
promotor xysA.

Derivado de pXHisl. Incluye los genes SCO06129/28 de S. coelicolor.
Bajo el promotor XysA.

Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO6235 de S. coelicolor. Bajo el
promotor xysA.

Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO6236 de S. coelicolor. Bajo el
promotor xysA.

Derivado de pXHisl. Incluye los genes SCO06236/35 de S. coelicolor.
Bajo el promotor xysA.

Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO6629 de S. coelicolor. Bajo el
promotor xysA.

Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO6630 de S. coelicolor. Bajo el
promotor xysA.

Derivado de pXHis1. Incluye los genes SCO6629/30 de S. coelicolor.
Bajo el promotor xysA.

Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO47615 de S. coelicolor. Bajo el
promotor xysA.

Derivado de pXHisl. Incluye el gen SCO7616 de S. coelicolor. Bajo el
promotor xysA.

Derivado de pXHis1. Incluye los genes SCO7615/16 de S. coelicolor.
Bajo el promotor xysA.

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
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Tabla M3. Pldsmidos multicopia finales para cada sistema derivados del plasmido pNX4.

Vector Caracteristicas Referencias
pNX4 Derivado de pN702GEM3. Expresion de la xilanasa Xys1 con el (Diaz et al.,
promotor xysA de Streptomyces halstedii. 2005)
pNX2245 Derivado de pNX4 Incluye el gen SC02245 Este trabajo
pNX2246 Derivado de pNX4 Incluye el gen SC0O2246 Este trabajo
pNX2246/45 Derivado de pNX4 Incluye el gen SC02245-5C02246 Este trabajo
pNX2252 Derivado de pNX4 Incluye el gen SC02252 Este trabajo
pNX2253 Derivado de pNX4 Incluye el gen SC02253 Este trabajo
pNX2252/53 Derivado de pNX4 Incluye el gen SC02252-5C02253 Este trabajo
pNX2381 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO2381 Este trabajo
pNX2382 Derivado de pNX4 Incluye el gen SC02382 Este trabajo
pNX2381/82 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO2381-5C02382 Este trabajo
pNX2513 Derivado de pNX4 Incluye el gen SC0O2513 Este trabajo
pNX2514 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO2514 Este trabajo
pNX2513/14 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO2513-5C02514 Este trabajo
pNX4176 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO4176 Este trabajo
pNX4177 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO4177 Este trabajo
pNX4176/77 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO4176-SC04177 Este trabajo
pNX4300 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO4300 Este trabajo
pNX4301 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO4301 Este trabajo
pNX4301/00 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO4300-SC04301 Este trabajo
= pNX4542 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO4542 Este trabajo
& pNX4543 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO4543 Este trabajo
é; pNX4543/42 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO4542-5C04543 Este trabajo
< pNX4678 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO4678 Este trabajo
a\ pNX4679 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO4679 Este trabajo
§. pNX4678/79 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO4678-SC04679 Este trabajo
< pNX5124 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO5124 Este trabajo
pNX5125 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO5125 Este trabajo
pNX5125/24 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO5124-5C05125 Este trabajo
pNX6128 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO6128 Este trabajo
pNX6129 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO6129 Este trabajo
pNX6129/28 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO6128-5C06129 Este trabajo
pNX6235 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO6235 Este trabajo
pNX6236 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO6236 Este trabajo
pNX6235/36 Derivado de pNX4 Incluye los genes SC06235-5C06236 Este trabajo
pNX6629 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO6629 Este trabajo
pNX6630 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO6630 Este trabajo
pNX6629/30 Derivado de pNX4 Incluye el gen SC06629-SC0O30 Este trabajo
pNX7615 Derivado de pNX4 Incluye el gen el SCO7615 Este trabajo
pNX7616 Derivado de pNX4 Incluye el gen SCO7616 Este trabajo
pNX7615/16 Derivado de pNX4 Incluye los genes SCO7615-SC0O7616 Este trabajo

La construccion de todos los plasmidos generados a partir de pCRISPR-Cas9 asi como sus
respectivos derivados se detalla en el apartado M7 CRISPR-Cas9 delecion sistemas

XRE/DUF.
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M3 Medios y condiciones de cultivo

M3.1. Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en el autoclave antes de su uso.

-R2YE: Sacarosa 103 g/L, K;SO4 0,25 g/L, Cl,Mg.6H,O 10 g/L, glucosa 10,12 g/L,
casaminodcidos 0,1 g/L, elementos traza* 2 mL/L, extracto de levadura 5 g/L, TES 5,73
g/L, pH 7,2. Empleado liquido o sélido afiadiendo agar 2 %. Antes de utilizarlo se afiadié
por cada 100 mL: KH2PO4 0,5 %, 1 mL, CaCl;.2H,0 5 M, 0,4 mL, L-prolina 20 %, 1,5 mL.
Medio de uso general para crecimiento de S. coelicolor.

*Elementos traza (en un litro de agua): ZnCl, 40 mg, FeCls.6H,0 200 mg, CuCl,.2H,0 10
mg, MnCl,.4H,0 10 mg, Na2B407.10H,0 10 mg y (NH4)sM07024.4H,0 10 mg.

-SFM (MSA): manitol 20 g/L, harina de soja 20 g/L, agar 2 %. En la elaboracién de este
medio se usa agua de grifo. Medio de esporulaciéon S. coelicolor.

-NMMP: (NH4),S04 2 g/L, MgS04.7H,0 0,6 g/L, casaminoacidos 5 g/L, elementos traza**
1 mL/L, pH 7,2. Después de autoclavar se afiadio: NaH2PO4 / K2HPO4 4,5 mM pH 7,2 15
mL/L, glucosa 0,5 %. Medio de uso general para crecimiento de S. coelicolor.
**Elementos traza (en un litro de agua): ZnS04.7H,0 1 g, FeS04.7H.0 1 g, MnCl,.4H,0 1
g, CaCl;1g.

-YEPD: extracto de levadura 10 g/L, glucosa 10 g/L, peptona 20g/L, agar 2 %. Medio de
uso general para crecimiento y recuento de esporas viables de S. coelicolor.

-LB: bactotriptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L, pH 7,5. Empleado
liqguido o solido afiadiendo agar 2 %. De uso general para el crecimiento de E. coli.

-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 7,3. Medio rico utilizado para crecer cultivos y aislar DNA de S.
coelicolor.

-2XYT: bactotriptona 16 g/L, extracto de levadura 10 g/L, NaCl 5 g/L, pH 7,0. Medio
utilizado en conjugaciones E. coli/S. coelicolor.

-YES: extracto de levadura 10 g/L, sacarosa 10,3 %. Suplementado con glucosa 0,5 %,
glicina 0,5 % y MgCl, 5 mM. Medio utilizado para la obtencién de protoplastos S.

coelicolor.
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-YEG: extracto de levadura 10,0 g/L, dextrosa 10,0 g/L, sacarosa 103,0 g/L, glicina 0,5 %,
MgCl, 5,0 mM, pH 6,0. Utilizado para la obtencién de protoplastos de S. coelicolor.
-PGB: Peptona 5,0 g/L. Tras esterilizar mediante autoclave se afiade: Glicerol 1,0%. pH

7,0. Medio de uso general para crecimiento de S. coelicolor.

M3.2. Antibidticos utilizados en los medios de cultivo

Los antibidticos empleados a lo largo de esta investigacion, asi como sus concentraciones

para seleccionar y mantener los plasmidos utilizados, se detallan en la Tabla M4.

Tabla M4. Antibidticos usados en esta investigacion.

Concentracion final (ug/mL) Concentracion final (ug/mL)

Antibidtico
E. coli S. coelicolor
Apramicina 50 15
Ampicilina 100 -
Kanamicina 50 -
Neomicina - 20
Cloranfenicol 25 -
Acido nalidixico 25 -

M3.3. Condiciones de cultivo

-Medios sélidos Streptomyces: se incubaron en placas Petri a 30 °C. Para los ensayos
fenotipicos en gota se sembraron 10° esporas en gotas de 5 L. Para los ensayos de
sobreexpresion se realizaron parches y se incubaron en placas Petri a 30 °C durante 7

dias.

-Cultivos de Streptomyces en medios liquidos: Se realizaron en matraces de vidrio
indentados de 50 mL con 10 mL de medio de cultivo a 28 °C. Por otro lado, para la
eliminacion de los pldsmidos derivados del plasmido pCRISPR-Cas9 se incubaron a 37 °C
(pldsmido termosensible). En ambos casos los cultivos se incubaron a 200 rpm en un
incubador orbital. Los estudios fenotipicos de antibidticos ACT y RED para muestras del
analisis de RNAseq se realizaron sembrando 10° esporas/mL en matraces con 10 mL de

medio NMMP. Para el andlisis de produccion de ACT, de la sobreexpresion de los genes
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del sistema SC02253/52, se hicieron cultivos en matraces conteniendo 10 mL de medio
de R2YE e inoculados con un taco de 0,7 cm de diametro obtenido de una placa en la

que la cepa se habia crecido como un cesped. Se recogieron muestras a los 4 y 8 dias.

- Los cultivos de E. coli: La incubacion se realizé a 37 °C tanto en su versidn sélida (placas

Petri incubadas en estufa) como liquida (matraces en incubador orbital a 200 rpm).

M4. Conservacion de cepas

La conservacion de las cepas de Streptomyces utilizadas para experimentos rutinarios se
realizé en forma de suspensiones de esporas o micelio en glicerol al 20 % y a -20 °C. Las
esporas de las diferentes cepas se recogieron siguiendo el protocolo descrito por
(Hopwood, 1986) y la poblacion del stock fue cuantificada creciendo diluciones seriadas
del stock y determinando las unidades formadoras de colonias. De igual forma Las cepas
de E. coli y B. subtilis se conservaron en glicerol al 20 % y a -20 °C. La criopreservacion

para todas las cepas se realizo de micelio o de células, en glicerol al 20 % a -80 °C.

M5. Obtencién, manipulacion y deteccion de DNA

M5.1. Extraccion de DNA gendmico de Streptomyces

El DNA gendmico total de Streptomyces se extrajo utilizando el método CTAB modificado
(bromuro de hexadeciltrimetilamonio) (Cafaro et al., 2011). En total, se recogieron 1,5
mL de micelio en medio liquido y se transfirieron a un tubo de tapdn de rosca de 1,5 mL
y se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min y las células se lavaron con una solucion
de sacarosa al 10,3 %. A continuacidn, las células se maceraron utilizando perlas de vidrio
en una solucién de lisis (0,3M de sacarosa; 25 mM de EDTA pH 8,0; 25 mM de Tris-HCI
pH 8,0) y se digirieron con 500 pL de lisozima (3 mg mL?) y RNasa (50 ug mL?) a 37 °C.
La extraccidon del DNA se realizé en 500 pL de tampdn CTAB, con un paso de extraccién
con cloroformo (500 pL), y la precipitacién con isopropanol (1 volumen dependiente del
sobrenadante obtenido) se llevd a cabo durante 30 min a -80 °C. El precipitado de DNA
se lavd con etanol al 70 % y se resuspendié en tampdn TE. La integridad del DNA

genomico se verificd mediante electroforesis en gel de agarosa.
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M5.2 Extraccion de DNA de plasmidos de E coli

La obtencidon de DNA plasmidico de E. coli se realizé utilizando el kit comercial Plasmid

DNA Purification NucleoSpin (Macherey-Nagel).

M5.3 Electroforesis en gel de agarosa

La separacion de los fragmentos de DNA en funcién de su tamafio se hizo mediante
electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio. La concentracién de agarosa
empleada fue del 0,8 %, aumentando la misma a 1,6 % o 2 % cuando era necesaria la
purificacién de fragmerntos pequefios de DNA. La electroforesis se realizé a voltaje
constante de 120 V en buffer TAE (Tris acetato 40 mM, EDTA 2 mM) (Green et al., 2012)
y las bandas se observaron en el transiluminador de luz ultravioleta Gel Doc 2000 de Bio-
Rad con el programa Quantity One. Los tamaios de los fragmentos se estimaron usando

como referencia el marcador O 'GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific).

M5.4 Purificacién de fragmentos de DNA

La purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa y reacciones de PCR
se llevd a cabo usando el kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

M5.5 Técnicas basicas de ingenieria genética

Para técnicas de biologia molecular e ingenieria genética, tales como digestiones con
enzimas de restriccion, desfosforilaciones de extremos y relleno de extremos 5'
cohesivos, se llevaron a cabo siguiendo los protocolos descritos en el manual Molecular
cloning: a laboratory manual (Green et al., 2012) y siguiendo las recomendaciones de
las casas comerciales en cada caso (New England Biolabs, Promega y Thermo Fisher

Scientific).
M5.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Para amplificar los 14 sistemas XRE/DUF397 se disefiaron oligonucledtidos especificos

para cada uno de los genes por separado y en conjunto de cada pareja de sistema (Tabla

MS8), el disefio se realizé a partir del programa SnapGene (https://www.snapgene.com/)
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y fueron sintetizados por Invitrogen (Thermo Fisher Scientific). La amplificacion por PCR
se realizé a partir de DNA de la cepa de S. coelicolor M145. Para estas PCR se utilizé la
polimerasa de alta fidelidad Phusion Hot Start Il High Fidelity DNA Polymerase (Thermo

Scientific). En la tabla M5 se muestra las condiciones de amplificacién de la PCR.

Tabla M5. Condiciones de PCR con la polimerasa Phusion Hot Start Il High Fidelity DNA
Polymerase.

Paso del ciclo Temperatura Tiempo Ciclos
In|C|c? ., 98 °C 30s 1
Desnaturalizacidon
Desnaturalizacidon 98 °C 5-10s
Hibridacion Tm* 30s 30
Extension 72°C 15-30 s**
Extension final 72 °C 10 min .
4°C oo

*La temperatura de anillamiento se determiné a partir del
programa Tm calculator ThermoFisher (Tm Calculator - ES, s. f.)
para cada par de oligonucledtidos. ** Tiempo de extensién 30 s
por cada Kb amplificar.
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En procesos como comprobaciones de mutantes que no se necesita de alta fidelidad se

utilizé la enzima DNA Polymerase (Biotools). En la tabla M6 se muestran las condiciones

de amplificacion de PCR.

Tabla M6. Condiciones de PCR con la polimerasa DNA Polymerase (Biotools).

Paso del ciclo Temperatura Tiempo Ciclos
Inicio 94.°C 1 min 1
Desnaturalizaciéon
Desnaturalizaciéon 94 °C 30s
Hibridacion Tm* 30s 30
Extension 72 °C 15-30 s**
Extension final 72 °C 10 min .
4°C oo

*La temperatura de anillamiento se determind a partir del
programa SnapGene. ** Tiempo de extensién 1 min por cada Kb
amplificar.

M5.7 Reaccion en cadena en tiempo real cuantitativa (QRT-PCR)

El disefio de los oligonucledtidos se realizd utilizando los programas SnapGene

(https://www.snapgene.com/) y la herramienta PrimerQuest Tool (Integrated DNA
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Technologies). La lista de los oligonucledtidos se muestra en la tabla M9. EI RNA de las
cepas Sscrl y control se obtuvo como se explica en el apartado M12.1 Extraccién de
RNA. Tras comprobar que la cantidad y la calidad de los RNA era la 6ptima, se trataron 2
pg con DNasa libre de RNasa (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. 1 ug
del RNA resultante se utilizé como molde para la sintesis del cDNA en 20 pl de volumen

final de iScript Reverse Transcription Supermix (Bio-Rad).

Para llevar a cabo las gRT-PCR se utilizé el kit TB Green® Premix Ex TagTM (Takara) en un
termociclador CFX96 Touch Real Time PCR Detection System (Bio-Rad) siguiendo el
programa detallado del fabricante y se incluyeron controles negativos (sin sintesis previa
de cDNA) para verificar que no habia contaminacion por DNA en las muestras. Las

condiciones de las qRT-PCR se detallan en la tabla M7.

Tabla M7. Condiciones de gRT-PCR con el kit TB Green® Premix Ex TaqgTM

Paso del ciclo Temperatura Tiempo Ciclos
Inicio Desnaturalizacidn 95°C 30s 1
Desnaturalizacion 95°C 5s 40
Hibridacion y extension 60 °C 30s
Lectura Lectura fluorescencia
Curva de melting De 65°C a 95°C (aumento de 0,5°C cada 55s) *

* Lectura de fluorescencia tras cada aumento de temperatura

Para determinar la expresion de los genes analizados se utilizaron curvas estandar de
referencia, realizadas a partir de diluciones seriadas de DNA gendmico de S. coelicolor
M145 estableciendo numero de copias. El analisis de datos se realizd con la ayuda de los

programas CFX ManagerTM (Bio-Rad) y Microsoft Excel.

M5.8 oligonucledtidos utilizados

En la tabla M8 se exponen los oligonucledtidos disefiados para amplificar los 14 sistemas
XRE/DUF397 y en la siguiente tabla, la tabla M9 se muestran los oligonucleétidos

disefiados para realizar las gRT-PCR de comprobacién de analisis RNAseq.
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Tabla M8. Oligonucledtidos disefiados para amplificar los 14 sistemas XRE/DUF397

Cebador Secuencias (5’- 3’) Aplicacion
CR-007 TTTTTTCATATGAACCGCATCAAGCCC Cebador directo para la amplificacion de
SC01978. El sitio Ndel esta subrayado.
CR 032 TATGATATCTCAGGACAGAAGGAAGTCC Cebador inverso para la amplificacién de
GCCTC SC01978. El sitio EcoRV esta subrayado.
CR-009 TTTTTTCATATGGTGAGCGAGCCGCGGTC Cebador directo para la amplificacién de
C S5C01979. El sitio Ndel esta subrayado.
CR-031 TATGATATCTCACAGCTCCTTGCGGAGAT Cebador inverso para la amplificacion de
CCCGG SC01979. El sitio EcoRV esta subrayado.
CR-003 TTTTTTCATATGACCGGTAAGGACACACC Cebador directo para la amplificacion de
CGTACAC S5C02245. El sitio Ndel esta subrayado.
TTTTTTCTCGAGTTCCGCGAGCGTCCCGG Cebador inverso para amplificar SC02245. El
CR-004 . .
C sitio Xhol estd subrayado.
CR-001 TTTTTTCATATGTCGGTGAACGGCGAGGC Cebador directo para la amplificacién de
G S5C02246. El sitio Ndel esta subrayado.
TTTTTTCTCGAGCCGCAGTTCGAGGATGC Cebador inverso para amplificar SCO2246. El
CR-002 " .
G sitio Xhol estd subrayado.
CR-033 TTTTTTCATATGAACAGCGTCACCTCAGC Cebador directo para la amplificacién de
SC02252. El sitio Ndel esta subrayado.
CR-034 TTTTTTCTCGAGAACCCGAGGACTGAGCG Cebador inverso para amplificar SC02252. El
sitio Xhol estd subrayado.
CR-035 TTTTTTCATATGTCGGTGAACGGCGAGG Cebador directo para la amplificacién de
S5C02253. El sitio Ndel esta subrayado.
CR-036 TTTTTTCTCGAGTGACTCTCCAAGCATCTG Cebador inverso para la amplificacidn de
CTCG SC02253. El sitio Xhol esta subrayado.
CR-085 TTTTTTCATATGGTGGCCAACATCCAGTCC Cebador directo para la amplificacién de
C SC0O2381. El sitio Ndel esta subrayado.
CR-086 TTTTTTCTCGAGACATTGCTCAGTGCTGTG Cebador inverso para la amplificacion de
C SCO2381. El sitio Xhol esta subrayado.
CR-087 TTTTTTCATATGCGGTCCCGCACAG Cebador directo para la amplificacién de
SC02382. El sitio Ndel esta subrayado.
CR-088 TTTTTTCTCGAGACGCAGGCCGTCGAC Cebador inverso para amplificar SCO2382. El
sitio Xhol estd subrayado.
CR-038 TTTTTTCATATGGCCAATGGTTCACGGCA Cebador directo para la amplificacién de
GG SC0O2513. El sitio Ndel esta subrayado.
CR-039  TTTTTTCTCGAGGGTCGTACTCGCGCATC Cebador inverso para la amplificacion de
GTCTG SC0O2513. El sitio Xhol esta subrayado.
CR-040 TTTTTTCATATGCGCGAGTACGACCTGAC Cebador directo para la amplificacién de
G SC0O2514. El sitio Ndel esta subrayado.
CR-041 TTTTTTCTCGAGAACACCCGCTCCGCGG Cebador inverso para amplificar SCO2514. El
sitio Xhol estd subrayado.
CR-022 TTTTTTCATATGGTGCCGCAGCGGAGGG Cebador directo para la amplificacién de
SC04176. El sitio Ndel esta subrayado.
CR-027 TTTTTTCTCGAGGGTCGATGGCTCGCATG Cebador inverso para la amplificacion de
GC SC0O4176. El sitio Xhol esta subrayado.
CR-028 TTTTCATATGTCTTGGCGCAGGAGCAGCT Cebador directo para la amplificacién de
ACAGCAACTC SC0O4177. El sitio Ndel esta subrayado.
CR-029 TTTTTTCTCGAGCGCGGCCCGCCCCGG Cebador inverso para la amplificacion de
SC0O4177. El sitio Xhol estd subrayado.
CR-044  TTTTTTCATATGGAGACCACCCCTGAGTA Cebador directo para la amplificacién de
CG SC04300. El sitio Ndel estd subrayado.
CR-045 TTTTTTCTCGAGCCGTCCACCTGGGCCTG Cebador inverso para amplificar SCO4300. El
A sitio Xhol estd subrayado.
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CR-042

CR-043

CR-064

CR-065

CR-062

CR-063

CR-066

CR-067

CR-068

CR-069
CR-052

CR-053

CR-050

CR-051

CR-083

CR-084

CR 081

CR 082

CR-058

CR-059

CR-060

CR-061
CR-011

CR-012

CR-013

CR-014

CR-077

CR-078

TTTTTTCATATGCCAGGACCGAAAGACCT
CG
TTTTCTCGAGGGGGTGGTCTCCATGCG
C
TTTTCATATGGTGACCGTACGCCCCC

TTTTCTCGAGGACAGTGGACCTCTTGA
GGCTC
TTTTCATATGGTGGCGCCAAGGAGTCG

TTTTCTCGAGCAATTCCTTCGCCAGGTG
GT
TTTTTTCATATGGCGGTCGAGACGGAC

TTTTTTCTCGAGTGTGTCTCCCAGCAGTTT
TTCG
TTTTCATATGATCCGCGAGACCGAGC

TTTTTTCTCGAGGCGCCGCGACGCGTA

TTTTCATATGATCCGCACGTCCTCGTCC
A
TTTTCTCGAGACTTCTGACCGTGCCGG
C
TTTTCATATGTCGGTGGACGCCGG

TTTTTTCTCGAGTGTCTCCCCCAGCAGTTG
CTCG
TTTTTTCATATGAGCAGCACCGCACTTCG

TTTTCTCGAGCCGTGCCCCGAGGAACG
C
TTTTCATATGGTGGTCATGATGGAACA
GTGCGC
TTTTCTCGAGTTGCTCTCCTAGGAGAC
GGTCCAG
TTTTTTCATATGAACACGACGGAACTGGC
C
TTTTTTCTCGAGGCGGTCGGTCGTGTACG
T
TTTTTTCATATGGGCCCGTTGAGTGGG

TTTTCTCGAGTGAGGCTCCTCGCATCC
GC
TTTTCATATGGTGGGCGACGAGGTTCA
G
TTTTCTCGAGTCTCTCTCCCAACAGCTT
CTCG
TTTTTTCATATGAACGCTGAAGCAAAGCG
C
TTTTCTCGAGGCGTGCCGCGAACTCCA
C
TTTTCATATGGTGAGTGAAGCTCGGTC
CGG
TTTTCTCGAGTGAGTACTCCTTGCGCAT
GCGG

Cebador directo para la amplificacién de
SC04301. El sitio Ndel esta subrayado.
Cebador inverso para la amplificacion de
SC0O4301. El sitio Xhol esta subrayado.
Cebador directo para la amplificacién de
SC0O4542. El sitio Ndel esta subrayado.
Cebador inverso para amplificar SCO4542. El
sitio Xhol estd subrayado.

Cebador directo para la amplificacién de
SC04543. El sitio Ndel esta subrayado.
Cebador inverso para amplificar SCO4543. El
sitio Xhol estd subrayado.

Cebador directo para la amplificacién de
SC0O4678. El sitio Ndel esta subrayado.
Cebador inverso para amplificar SCO4678. El
sitio Xhol estd subrayado.

Cebador directo para la amplificacion de
SC04679. El sitio Ndel esta subrayado.
Cebador inverso para amplificar SCO4679. El
sitio Xhol estd subrayado.

Cebador directo para la amplificacién de
SCO5124. El sitio Ndel esta subrayado.
Cebador inverso para la amplificacion de
SCO5124. El sitio Xhol esta subrayado.
Cebador directo para la amplificacion de
SCO5125. El sitio Ndel esta subrayado.
Cebador inverso para la amplificacion de
SCO5125. El sitio Xhol esta subrayado.
Cebador directo para la amplificacién de
SC0O6128. El sitio Ndel esta subrayado.
Cebador inverso para la amplificacion de
SCO6128. El sitio Xhol esta subrayado.
Cebador directo para la amplificacion de
SC06129. El sitio Ndel esta subrayado.
Cebador inverso para la amplificacion de
SC06129. El sitio Xhol esta subrayado.
Cebador directo para la amplificacion de
SC06235. El sitio Ndel esta subrayado.
Cebador inverso para la amplificacion de
SC06235. El sitio Xhol esta subrayado.
Cebador directo para la amplificacién de
SC06236. El sitio Ndel esta subrayado.
Cebador inverso para la amplificacion de
SC06236. El sitio Xhol esta subrayado.
Cebador directo para la amplificacién de
SC06629. El sitio Ndel esta subrayado.
Cebador inverso para amplificar SCO6629. El
sitio Xhol estd subrayado.

Cebador directo para la amplificacidn de
SC06630. El sitio Ndel esta subrayado.
Cebador inverso para amplificar SCO6630. El
sitio Xhol estd subrayado.

Cebador directo para la amplificacién de
SCO7615. El sitio Ndel esta subrayado.
Cebador inverso para la amplificacién de
SCO7615. El sitio Xhol estd subrayado.
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TTTTTTCATATGAGCACCACCGACGTCC Cebador directo para la amplificacién de

CR-079 SCO7616. El sitio Ndel esta subrayado.
CR-080 TTTTTTCTCGAGTTCCGTTCCCTTCCTGCG Cebador inverso para la amplificacion de
GC SCO7616. El sitio Xhol esta subrayado.
CR-005 CACTCCCCTTGTTCCACAGC Cebador directo para amplificar insertos en el
sitio de corte de las enzimas Ndel y Xhol.
CR-006 CGACTCTAGCTAGAGGTACGGGC Cebador inverso para amplificar insertos en el

sitio de corte de las enzimas Ndel y Xhol.

Tabla M9. Oligonucledétidos disefiados para comprobacién por gRT-PCR de algunos de
los genes seleccionados en el analisis RNAseq de la sobreexpresion del gen SCO4441.
Cebador Secuencias (5’- 3’) Aplicacion
CR168 TGATGCAGATGGCGAAGG Cebador directo para la amplificacion de scr1 (SCO4441)
CR169 CAGGCCGGTGATGATCTG Cebador inverso para amplificacion de scr1 (SCO4441)
CR176 TGACCACCGACGATCTG Cebador directo para la amplificacién de act/ORF3 (SCO5089)
CR177 AGTCGTACCCGATGTCC Cebador inverso para amplificacidn de act/ORF3 (SCO5089)
RCDO10 GAGTTCGGCTTCTTCGG Cebador directo para la amplificacién de rpsL (SCO4659)
RCDO11 CTTCTCCTTCTTGGCGC Cebador inverso para amplificacidn de gen rpsL (SCO4659)

M6 Introduccion de DNA en microorganismos

M6.1 Transformacidn en Streptomyces

El método utilizado para transformar Streptomyces fue el descrito por Kieser y sus
colaboradores (Kieser, 2000). Se obtuvieron protoplastos que fueron transformados con
los distintos plasmidos demetilados (obtenidos a partir de la cepa de E. coli ET12567) y
se regeneraron en placas de R2YE. Tras 24 horas de crecimiento se anadié una cobertera

del antibidtico correspondiente para la seleccion de los transformantes.

Para obtener los protoplastos se cultivaron las distintas cepas inoculando 5x10°
esporas/mL en 25 mL de medio YEG durante 36 horas. Tras recoger las células por
centrifugacion, se trataron con solucién P con lisozima (2 mg/mL) hasta que se

obtuvieron los protoplastos (37 °C, 30 min).

Solucién P: TES 5,73 g/L; sacarosa 103 g/L; Cl.Mg 6H,0 2,03 g/L; K504 0,25 g/L; CaCl,
2H,0 3,68 g/L; elementos traza (empleamos los del R2YE) 2 mL/L; pH 7,2. Tras autoclavar
afiadir 5 mL de KH,PO4 1 % por litro.
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M6.2 Transformacion de E. coli

Para la transformacién de E. coli DH5a y ET12567 con plasmidos, se realizaron células
competentes de E. coli DH5a y ET12567 siguiendo el protocolo descrito por Hanahan

(Hanahan, 1983).

M6.3 Conjugacion interespecifica

El proceso de conjugacion se llevd a cabo entre E. coli ET12567 pUZ8002 con el plasmido
de interés y las diferentes cepas de Streptomyces segun el protocolo descrito en (Gust

et al., 2003).

La seleccidon de colonias de Streptomyces portadoras del vector de interés se realizd

empleando el antibiético correspondiente mas acido nalidixico.

M7 Sobreexpresion de los 6 sistemas XRE/DUF seleccionados

Para este fin, se utilizaron los plasmidos ya construidos para sobreexpresar estos seis
sistemas (tabla M3) y se sobreexpresaron en S. coelicolor en medio solido R2YE,
posteriormente se realizaron parches de cinco clones de cada uno de los genes
sobreexpresados y de esos parches se eligio dos clones y se sembraron nuevamente en
cuatro medios de cultivo solidos: R2YE, LB, NMMP y PGA (es un medio optimizado para

la produccion de undecilprodigiosina).

Subsiguientemente se utilizaron esos parches para sembrar nuevamente en los cuatro
medios de cultivo, dos clones de los genes sobreexpresados junto a dos clones del
control (que es S. coelicolor con el plasmido vacio). Ademas, también se utilizd estos
parches para realizar un antibiograma frente a Bacillus subtilis neoR (figura M3) (se
explica la metodologia en el siguiente apartado). Después de tener el montaje total del
experimento, se monitoreé fotograficamente la produccién de los antibidticos

coloreados actinorrodina azul y undecilprodigiosina rojo, durante siete dias (figura M3).
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- Por siete dias

Figura M3. Montaje del ensayo de sobreexpresion de los 6 sistemas XRE/DUF

seleccionados.

M8 Antibiograma

Con los parches obtenidos del ensayo de sobreexpresion de los 6 sistemas XRE/DUF
seleccionados, se realizaron tacos de 0.7cm de diamentro y se enfrentaron a Bacillus
subtilis neoR. Se utilizé un cultivo de medio liquido de Bacillus subtilis neoR con una
densidad dptica de 0.2 para inocular 400 uL de agar blando, que posteriormente fue
colocado sobre placas Petri cuadradas con medio YEPD. Posteriormente se colocaron
sobre estas placas con el organismo testigo Bacillus subtilis neoR, los tacos obtenidos de
los parches de la sobreexpresion de los seis sistemas en los cuatro medios de cultivo

R2YE, LB, NMMP y PGA, todo se realizé por duplicado. Las placas se mantuvieron por 5
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horas a 4°C para favorecer la difusién de metabolitos que pudieran estar presentes en

los tacos y seguido a esto se incubaron a 30 °C durante 48 horas.

M9 Utilizacion del sistema CRISPR-Cas9 para la delecion de los sistemas XRE/DUF397

El sistema de mutacidn CRISPR-Cas9 empleado durante este trabajo fue el desarrollado

por Tong y colaboradores (figura M4) (Tong et al., 2015).

Complejo endonucleasa Cas9-crRNA E. coli ET12567 pUZ8002

Conjugacién
-_ ~ S. coelicolor

SgRNA  Molde

Cas9

S. coelicolor

Tong et al 2015

Figura M4. Sistema CRISPR-Cas9. (A) Plasmido pCRISPR-Cas9 Sg-guia y molde, (B)
Plasmido introducido en cepa E coli conjugativa. (C) La Cas9 corta el DNA de doble
cadena en el sitio indicado por la Sg. (D) Reparacion directa por homologia, obtencién
del mutante.

M9.1 Eleccidn y construccion de la secuencia guia

Inicialmente se utilizd la pagina web http://staff.biosustain.dtu.dk/laeb/crispy scoeli/

gue es un buscador de objetivos Cas9 de S. coelicolor. En esta pagina se introdujeron los
genes de interés a delecionar. En este caso, el objetivo era delecionar de forma conjunta
ambos genes de los sistemas XRE/DUF397 seleccionados, pero las guias se buscaron en
los genes XRE que son los genes mas grandes y por ende tenian mas opciones. La pagina
arrojo varias opciones de 20 nucleétidos que servian de guia para producir la rotura de

la doble cadena de DNA por Cas 9 en cada uno de los genes XRE. Dentro de todas las

206


http://staff.biosustain.dtu.dk/laeb/crispy_scoeli/

secuencias posibles dentro de cada gen, se seleccionaron aquellas sin mas coincidencias
exactas en el genoma y con el menor nimero de coincidencias parciales tanto en el
conjunto de la guia como en los ultimos 13 nucledtidos, tedricamente los mas

especificos.

A las secuencias seleccionadas se les elimind el NGG final necesario para el corte que no
se puede incluir en la guia; y a partir de dichas secuencias se disefié un oligonucledtido
directo especifico para cada caso. En cuanto al oligonucledtido reverso, se utilizé el

mismo para todos los casos. Todos los oligonucledtidos se detallan en la Tabla M10.

Tabla M10. Oligonucledtidos disefiados para la mutacién de los sistemas XRE/DUF397
seleccionados.
Cebador Secuencias (5’- 3’) Aplicacion

Cebador directo para la construccion del casete de
CATGCCATGGGCGGTCGAGTCGCTTT
CR030 sgRNA SC02246. Secuencia especifica de SC02246
CGTAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
en negrita y cursiva. El sitio Ncol esta subrayado.

Cebador directo para verificar plasmidos pCRISPR-
CR-017 TCCTGGACAAAACTGAGTTC

wv
o
el
o
=1
O
€
>
"
<
©
=
[
=
©
=

Cas9-sg2246.

Cebador directo para la construccion del casete de
CATGCCATGGTCGTGCCGCAACCATG
CR-092 sgRNA SC02253. Secuencia especifica de SC02253
CTCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
en negrita y cursiva. El sitio Ncol estd subrayado.

Cebador directo para verificar plasmidos pCRISPR-
CR-093 TCGTGCCGCAACCATGCTCT
Cas9-sg2253.

Cebador directo para la construccion del casete de
CATGCCATGGTCGGACAGAATGACG
CR-116 sgRNA SC0O4176. Secuencia especifica SCO4176 en
CGAAAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
negrita y cursiva. El sitio Ncol esta subrayado.

Cebador directo para verificar plasmidos pCRISPR-
CR-117 TCGGACAGAATGACGCGAAA
Cas9-sg4176.

Cebador directo para la construccion del casete de
CATGCCATGGACGGCCGGTTGGCGG
CR-098 sgRNA SC04678. Secuencia especifica SCO4678 en
CACAAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
negrita y cursiva. El sitio Ncol esta subrayado.

Cebador directo para verificar pldsmidos pCRISPR-
CR-099 ACGGCCGGTTGGCGGCACAA
Cas9-sg4678.

Cebador directo para la construccion del casete de
CATGCCATGGCGTCGCCCAATGGTGG
CR-108 sgRNA SC06236. Secuencia especifica de SC06236
CAGTGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
en negrita y cursiva. El sitio Ncol esta subrayado.
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Cebador directo para verificar plasmidos pCRISPR-
CR-109 CGTCGCCCAATGGTGGCAGT
Cas9-sg6236.

Cebador directo para la construccion del casete de
CATGCCATGGAGCAGCCCTGTGACGT
CR-124 sgRNA SCO7615. Secuencia especifica de SCO7615
AGTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
en negrita y cursiva. El sitio Ncol esta subrayado.

Cebador directo para verificar plasmidos pCRISPR-
CR-125 AGCAGCCCTGTGACGTAGTG
Cas9-sg7615.

ACGCCTACGTAAAAAAAGCACCGACT Cebador reverso construccion del casete sgRNA. El
SAM51
CGGTGCC sitio de restriccion SnaBl esta subrayado.

Cebador para verificar la secuenciacidon de casetes
SAMO056 TCCACACGTGGCACCGCGAT
SgRNA.

Para la amplificacion de cada una de las guias se utilizd como DNA molde el propio
pldsmido pCRISPR-Cas9, que porta la guia completa con excepcién de los 20 nucleétidos
que determinan el sitio de corte. Las condiciones de la PCR fueron las que se muestran

a continuacion en la tabla M11:

Tabla M11. Condiciones de PCR para amplificar la guia

Paso del ciclo Temperatura Tiempo Ciclos
Inicio 98°C 30 1
Desnaturalizacién
Desnaturalizacién 98 °C 10s
Hibridacion 48 °C 30s 10
Extension 72 °C 15s
Desnaturalizacion 98 °C 30s
Hibridacion 55 °C 30s 15
Extension 72 °C 15 s
Extension final 72 °C 10 min 1

Las amplificaciones para cada sistema generaron fragmentos de 123 pares de bases, que
se purificaron, se cortaron con las enzimas Ncol y SnaBl (cuyos sitios de corte estan
subrayados en las secuencias de los oligonucledtidos Tabla M10), y se ligaron en el vector
pCRISPR-Cas9 previamente digerido con estas mismas enzimas, La ligacidn resultante se
transformé en E. coli DH5a, y se seleccionaron las construcciones correctas mediante
PCR y secuenciacién. De este modo se generaron los plasmidos intermediarios pCRISPR-

Cas9- sgXXXX (XXXX corresponde al gen al que se dirige la guia) (Tabla M12).
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Tabla M12. plasmidos intermediarios pCRISPR-Cas9- sgXXXX*

Vector Caracteristicas Referencias
Plasmido bifuncional Escherichia - Streptomyces. Este (Tong et al,,
pldsmido incluye el gen cas9 de Streptococcus pyogenes 2015)
pCRISPR-Cas9 bajo el promotor tipA, y el casete sgRNA bajo el

promotor ermE. Termosensible. Resistente: Apramicina,
Tiostreptona.

DCRISPR-Cas9-5g2246 Derivado pCRISPR-Cas9. sgRNA dirigido al sistema

SC02246/45.
Derivado de pCRISPR-Cas9. sgRNA dirigido al sistema
pCRISPR-Cas9-sg2253 5C02253/52.
Derivado de pCRISPR-Cas9. sgRNA dirigido al sistema .
pCRISPR-Cas9-sg4678 5C04678/79. Este trabajo
Derivado pCRISPR-Cas9. sgRNA dirigido al sistema
pCRISPR-Cas9-sg6236 5C06236/35.
Derivado de pCRISPR-Cas9. sgRNA dirigido al sistema
pCRISPR-Cas9-sg7615 $C07615/16.
pUZ8002 Transferencia de plasmido por conjugacion (operdn tra). (Paget et al.,
Resistencias: Neomicina. 1999)

* XXXX corresponde al gen al que se dirige la guia

M9.2 Obtencion de las secuencias molde

Después de integrada la secuencia guia, se procedid a insertar el molde de DNA
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necesario para reparar la rotura de doble cadena. Este molde consiste en la unién de las
dos secuencias de 1 kb que flanquean a los genes que se van a eliminar. En este punto
se us6é una metodologia diferente a la propuesta por (Tong et al., 2015) en la cual se
llevada a cabo a través de la técnica de Gibson Assembly en el sitio de corte de la enzima
Stul. En este caso se amplificaron los fragmentos flanqueantes de 1Kb por PCR con
oligonucleétidos especificos, que luego permitieron realizar una PCR solapante para
obtener el molde completo de 2Kb (figura M5). La metodologia se describe en (Antoraz

Martin, 2018).

En la Tabla M13 se presentan los oligonucleétidos disefiados para construir los moldes

de los sistemas XRE/DUF397 para pCRISPR-Cas9.
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Figura M5. Esquema de la construccién del molde para el sistema CRISPR-Cas9

Tabla M13. Oligonucledtidos especificos disefiados para amplificar molde de los
sistemas XRE/DUF para pCRISPR-Cas 9.

Cebador Secuencia (5’- 3’) Aplicacion
CR-070 TTTTTTAGGCCTTCTAGACCACGGGGTAGGGC Cebador directo para la construccion del
TGC N molde. Secuencia homdloga aguas arriba

del SC02245 para pCRISPR-Cas9.
Los sitios Stul y Xbal estan subrayados.
CR-071 GTCCGAGTGACACAGTGGCCCTCCGCCAGTG Cebador inverso para la construccion del
GCATACCGG =====  molde. Secuencia homéloga aguas arriba
del SCO2245 para pCRISPR-Cas9.
CR-072 CCGGTATGCCACTGGCGGAGGGCCACTGTGT  Cebador directo para la construccion del
CACTCGGAC ===mfp Molde. Secuencia homologa aguas abajo
del SC0O2246 para pCRISPR-Cas9.
CR-073  TTTTTTAGGCCTTCTAGAGACCCTGCGACCGA  Cebador inverso para la construccién del
GTGATG molde. Secuencia homodloga aguas abajo
\ del SCO2246 para pCRISPR-Cas9.
Los sitios Stul y Xbal estdn subrayados.
CR-074 GCAACGCATTCGGCACG Cebador inverso para verificar el centro
del molde del pCRISPR-Cas9-2246/45.
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CR-075 CCAGGTCCGCCGCGACGA Cebador directo para verificar el centro
del molde del pCRISPR-Cas9-2246/45.
CR-094  TTTTTTAGGCCTTCTAGATTCGTTCCGATGCTC  Primer directo para la construccidn del
GACGA molde. Secuencia homoéloga aguas arriba
\_» del SC0O2252 para pCRISPR-Cas9.
Los sitios Stul y Xbal estan subrayados.
CR-095 GTCGCGATACGACGCGTACGCCTTCGAGGCC  Cebador inverso para la construccién del
ACGAAGAGC e — molde aguas arriba del SCO2252 para
pCRISPR-Cas9.
CR-096 GCTCTTCGTGGCCTCGAAGGCGTACGCGTCGT Cebador directo para la construccion del
ATCGCGAC ———] molde. Secuencia aguas abajo del
SC02253 para pCRISPR-Cas9.
CR-097 TTTTTTAGGCCTTCTAGACCTCATGGCGCTGTT Cebador inverso para la construccién del
CGT molde. Secuencia aguas abajo del

¢ \ 5C02253 para pCRISPR-Cas9.
Los sitios Stul y Xbal estan subrayados.

CR-104 CGCCACCACCCGGAGTAC Cebador directo para verificar el centro
del molde del pCRISPR-Cas9-2253/52.
CR-105 GGTCATGGAGAAGGCCGC Cebador inverso para verificar el centro

del molde del pCRISPR-Cas9-2253/52.
CR-118 TTTTTTTCTAGACACTGGGTGCACAGCGTCAC Primer directo para la construccion del
molde. Secuencia aguas arriba del
\—b S5C04176 para pCRISPR-Cas9.
El sitio Xbal estan subrayado.
CR-119 GCATAAACAGGGCCGGCCTCCCTCCCGGCTGT Cebador inverso para la construccién del
GGAATTTG e molde. Secuencia homodloga aguas arriba
del SCO4176 para pCRISPR-Cas9.
CR-120 CAAATTCCACAGCCGGGAGGGAGGCCGGCCC Cebador directo para la construccion del
TGTTTATGC e molde. Secuencia homologa aguas abajo
del SCO4177 para pCRISPR-Cas9.
CR-121  TTTTTTICTAGAACCAGGTGGATGTGGTGGTG Cebador inverso para la construccién del
molde. Secuencia homologa aguas abajo
¥\ del SC04177 para pCRISPR-Caso.
El sitio Xbal esta subrayado.
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CR-122 CAACTCAAGCGGTGGCAAC Cebador directo para verificar el centro
del molde del pCRISPR-Cas9-4176/77.
CR-123  GAAGCCGTGCTCCGACTC Cebador inverso para verificar el centro

del molde del pCRISPR-Cas9-4176/77.
CR-100 TTTTTTAGGCCTGAGCGACTTGATGTCGGCGC Cebador directo para la construccion del
molde. Secuencia homoéloga aguas arriba
\—> del SCO4678 para pCRISPR-Cas9.
El sitio Stul esta subrayado.
CR-101 GTCGGCACGCAGGAGGTCAGACAGTCACCGT Cebador inverso para la construccién del
ACGTACCCG P i— molde. Secuencia homdloga aguas arriba
del SCO4678 para pCRISPR-Cas9.
CR-102 CGGGTACGTACGGTGACTGTCTGACCTCCTGC Cebador directo para la construccion del
GTGCCGAC . molde. Secuencia homoéloga aguas abajo
del SCO4679 para pCRISPR-Cas9.
CR-103 TTTTTTTCTAGATGGCGTAGTTCACGACGACG Cebador inverso para la construccion del
molde. Secuencia homdloga aguas abajo

; \ del SCO4679 para pCRISPR-Cas9.
El sitio Xbal esta subrayado.

CR-106 CGATGGTCCGTACGCTGC Cebador inverso para verificar el centro
del molde del pCRISPR-Cas9-4678/79.
CR-107 CGTTGTTGGCCAGCTCGG Cebador directo para verificar el centro

del molde del pCRISPR-Cas9-4678/79.
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CR-110 TTTTTTAGGCCTCAACCACGCCTACACCTGGT Cebador directo para la construccién del
molde. Secuencia homologa aguas arriba

\_> del SCO6235 para pCRISPR-Cas9.

El sitio Stul esta subrayado.

CR-111 GCGGACGGTGGACAGTAAGATCGGTCGGGTC Cebador inverso para la construccién del
AGTGGTCCG R — molde. Secuencia homoéloga aguas arriba

del SCO6235 para pCRISPR-Cas9.
CR-112 CGGACCACTGACCCGACCGATCTTACTGTCCA  Cebador directo para la construccion del
CCGTCCGC — molde. Secuencia homéloga aguas abajo

del SCO6236 para pCRISPR-Cas9.
CR-113 TTTTTTTCTAGACGGATGTCCTCACCGTGCAC  Cebador inverso para la construccion del
molde. Secuencia homaéloga aguas abajo

I \ de SCO6236 para pCRISPR-Cas9.
El sitio Xbal esta subrayado.

CR-114 GTGTCGGACAGCGCCGAG Cebador inverso para verificar el centro
del molde del pCRISPR-Cas9-6236/35.
CR-115 CCCGAACTCGCTGACGAG Cebador directo para verificar el centro

del molde del pCRISPR-Cas9-6236/35.
CR-126  TTTTTTAGGCCTTCCCGCGATCCCCAGGTGAC Cebador directo para la del molde.
Secuencia homdloga aguas arriba del
\_» SCO7615 para pCRISPR-Cas9.
El sitio Stul esta subrayado.
CR-127 GTGAAGATGCCCGGGTAGGCGGCGCCATTGT Cebador inverso para la construccién del
GACAGCGAC S molde. Secuencia homoéloga aguas arriba
del SCO7615 para pCRISPR-Cas9.
CR-128 GTCGCTGTCACAATGGCGCCGCCTACCCGGGC Cebador directo para la construccion del
ATCTTCAC ——] molde. Secuencia homdloga aguas abajo
del SCO7616 para pCRISPR-Cas9.
CR-129 TTTTTTICTAGACTGCTGAGCGCCGTCTGGTC  Cebador inverso para la construccion del
molde. Secuencia homoéloga aguas abajo
\ de SCO7616 para pCRISPR-Cas9.
El sitio Xbal esta subrayado.
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CR-130 CGGGGTGCTGCGCATGAG Cebador inverso para verificar el centro
del molde del pCRISPR-Cas9-7615/16.
CR-131 GCGGAGCGAGGGAAGGTC Cebador directo para verificar el centro
del molde del pCRISPR-Cas9-7615/16.
SAM-056 TCCACACGTGGCACCGCGAT Cebador para la secuenciacién de casetes
SgRNA.
SAM-057 AGAGCATCACCGGCCTGTAC Cebador directo para la secuenciacion de

moldes insertados en el sitio Xbal.
Plasmido pCRISPR-Cas9.
SAM-058 CTAACGTCTGGAAAGACGACA Cebador reverso para la secuenciacion de
moldes insertados en el sitio Xbal.
plasmido pCRISPR-Cas9.

Mediante esta estrategia se generaron todos los moldes de los 6 sistemas XRE/DUF para
introducir en los pldsmidos intermediarios expuestos en la tabla M12. Después de
introducir todos los moldes en cada plasmido correspondiente se construyeron los

plasmidos finales que se muestran en la tabla M14.

212



Tabla M14. Pldsmidos intermediarios pCRISPR-Cas9- sg-molde.
Vector Caracteristicas Referencias

pCRISPR-Cas9-2246/45 Derivado de pCRISPR-Cas9-sg2246. Este plasmido
incluye el molde de recombinacion homdloga para
secuencias adyacentes a los genes del sistema
SC02246/45.

pCRISPR-Cas9-2253/52 Derivado de pCRISPR-Cas9-sg2253. Este plasmido
incluye el molde de recombinacion homéloga para
secuencias adyacentes a los genes del sistema
SC02253/52.

pCRISPR-Cas9-4678/79 Derivado de pCRISPR-Cas9-sg4678. Este plasmido
incluye el molde de recombinacion homdloga para
secuencias adyacentes a los genes del sistema
SC04678/79.

pCRISPR-Cas9-6236/35 Derivado de pCRISPR-Cas9-sg6236. Este plasmido
incluye el molde de recombinacion homéloga para
secuencias adyacentes a los genes del sistema
SC06236/35.

pCRISPR-Cas9-7615/16 Derivado de pCRISPR-Cas9-sg7615. Este plasmido
incluye el molde de recombinacion homdloga para
secuencias adyacentes a los genes del sistema
SCO7615/16.

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

M9.3 Conjugacidn, eliminacion del plasmido y comprobacidon de mutantes

Cuando se tuvieron listos y comprobados los plasmidos intermediarios pCRISPR-
Cas9sgXXXX (con la guia) (Tabla M12) y el plasmido final pCRISPR-Cas9XXXX/XX (con la
guia y el molde) (Tabla M14) para cada uno de los sistemas XRE/DUF397, fueron
transformados en la cepa demetilante E. coli ET12567 pUZ8002. El plasmido pUZ8002
permite la transferencia de otros plasmidos conjugativos mediante conjugacién

interespecifica a S. coelicolor.

Para la conjugacion se utilizaron los plasmidos intermediarios pCRISPR-Cas9sgXXXX, el
plasmido final pCRISPR-Cas9XXXX/XX para cada sistema respectivamente y el pCRISPR-
Cas9 vacio. El pCRISPR-Cas9sgXXXX y el pCRISPR-Cas9 fueron controles del ensayo. Se
seleccionaron varias colonias de los conjugantes obtenidos para cada tipo de plasmido,
las cuales se inocularon en TSB liquido y se mantuvieron a 37 °C durante 2 dias para la

eliminacion del plasmido que tiene un origen de replicaciéon termosensible.

Después de ese tiempo se comprobd que todas las células habian perdido los plasmidos
pCRISPR-Cas9 conjugados, sembrando 200 uL del cultivo en placas de R2YE y R2YE + Apra

y dandolo por perdido si crecia en el primero y no en el segundo.
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Para la comprobacion de la obtencion de los mutantes correctos, se aislé el DNA
gendmico de cada una de las cepas y de la cepa silvestre y se analizé la ausencia de los
genes en los conjugantes obtenidos por PCR. Por cada posible mutante, se disefid un
oligonucledétido dentro del molde que se le proporciond para la reparacion homodloga en
el genoma de S. coelicolor M145 y otro oligonucledtido del otro lado del gen eliminado
por fuera del molde en el genoma de S. coelicolor M145 en la tabla M15 se muestran los
oligonucleétidos disefiados para este fin y en la figura M6 se muestra el esquema de la

comprobacion de cepas mutantes de los sistemas XRE/DUF.

Tabla M15. Oligonucleétidos disefiados para comprobacién de las cepas mutantes de los
sistemas XRE/DUF397.

Cebador Secuencia (5’- 3’) Aplicacion
CR-070 TTTTTAGGCCTTCTAGACCAC Cebador interno directo para verificar la delecion
GGGGTAGGGCTGC gendmica de A2246/45.

Cebador externo inverso para verificar la delecion
gendmica de A2246/45.

Cebador interno inverso para verificar la delecidn
gendmica de A2253/52.

Cebador externo directo para verificar la delecidn

CR-089 CACAGGGCTCTCCCGTGCC
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CR-105 GGTCATGGAGAAGGCCGC

CR-141 GGCCATGCGGCACTGTTG genomica de 42253/52.

CR-137 GATACGCGTGGGCCCTTC Cebador extegr:séc::ii(;tgepj\;a;;g;;l;ér la delecidn
CR-138 CTGTGGTTCACCCCGGCG Cebador '”teggs o Zepzz‘;‘;r/';;?r la delecion

. . ificar | lecid

CR115 CCCGAACTCGCTGACGAG Cebador '”te;';s é':r‘]’i‘z:zep?:z‘;:%?r a delecion
CR-134 TCGATGCGCTTCTTGGCG Cebador extegrgr?éc:;rii:tgepz?zézglgér la delecion
CR-139 GGTCCCGAGAGCGGCCAC Cebador exterr;znd;::;:s;)g;;i;/;:lrg.lcar la delecion
CR-140 CGAGTGGCACGGTGCATG Cebador interno directo para verificar la delecion

gendmica de A7615/16.
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Figura M6. Esquema del disefio de los oligonucledtidos, utilizados en la comprobacién
de las cepas mutantes de los sistemas XRE/DUF397. [l gen XRE; g gen DUF397.

M10 Ensayos de complementacién

Para los ensayos de complementacién de los fenotipos de las cepas mutantes de los
sistemas XRE/DUF397 Se disefiaron oligonucledtidos especificos con sitios de corte de
las enzimas Bglll y Xbal para amplificar cada uno de los sistemas XRE/DUF397

delecionados en las cepas mutantes (tabla M16).

Tabla M16. Oligonucleétidos especificos para amplificar sistemas XRE/DUF
delecionados.

Cebador Secuencia (5’- 3’) Aplicacion
CR-150 TTTTTTAGATCTGTCTCTCGCCTC  Cebador directo para amplificar los genes SC02246/45
CTTCCG bajo su propio promotor. El sitio Bglll esta subrayado.
CR-151 TTTTTTTCTAGACGTGCGTCCGAG Cebador inverso para amplificar los genes
GTAGAC SC02246/45 bajo su propio promotor. El sitio Xbal

esta subrayado.
CR-146 TTTTTTAGATCTCGGATTCGGGG  Cebador directo para amplificar los genes SC02253/52

CCACCTC bajo su propio promotor. El sitio Bglll esta subrayado.
CR-147 TTTTTTTCTAGAAGTCCTCATCGC  Cebador inverso para amplificar los genes
GGCAAC SC02253/52 bajo su propio promotor. El sitio Xbal

esta subrayado.
CR-144 TTTTTTAGATCTCAGCCCCCAGGA Cebador directo para amplificar los genes SCO4678/79

ACGCAG bajo su propio promotor. El sitio Bglll esta subrayado.
CR-145 TTTTTTCTAGACTGTGGTTCACCC  Cebador inverso para amplificar los genes
CGGCG SC04678/79 bajo su propio promotor. El sitio Xbal

esta subrayado.
CR-142 TTTTTTAGATCTGACAGCGCCGA  Cebador directo para amplificar los genes SC06236/35

GCCGTAC bajo su propio promotor. El sitio Bglll esta subrayado.
CR-143 TTTTTTTICTAGAGGCGGGGCGTT  Cebador inverso para amplificar los genes
TCCAGTG SC06236/35 bajo su propio promotor. El sitio Xbal

estd subrayado.
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CR-148 TTTTTTAGATCTGCGAGGGAAGG  Cebador directo para amplificar los genes SCO7615/16

TCGAACC bajo su propio promotor. El sitio Bglll esta subrayado.

CR-149 TTTTTTTCTAGACCGGGAAGTGG  Cebador inverso para amplificar los genes

TCCTTGC SCO7615/16 bajo su propio promotor. El sitio Xbal
esta subrayado.

CR-152 GTCGTGCTATCCGTAAGG Cebador para la secuenciacidn de plantillas
homoldgicas insertadas en el sitio Bglll. plasmido
pKC796.

CR-153 CAGGAAACAGCTATGACC Cebador para la secuenciacién de plantillas
homoldgicas insertadas en el sitio Xbal. plasmido
pKC796.

Los plasmidos utilizados para las complementaciones son derivados del plasmido
integrativo pKC796 (figura M7), al cual se le introdujo la secuencia de cada uno de los

sistemas XRE/DUF397 bajo el control de su propio promotor (tabla M17).

Tabla M17. Plasmidos finales derivativos del plasmido integrativo pKC796, para ensayo

<

E{ de complementacion de los sistemas XRE/DUF.

; Vector Caracteristicas Referencias

g Plasmido bifuncional Escherichia - Streptomyces.

) pKC796 Integrativo (contiene fago ¢$C31 integrasa). Resistencias: (Kuhstoss et al., 1991)
Apramicina

Derivado de pKC796. Este plasmido incluye los genes

pKC2246/45 SC02246/45 bajo su propio promotor. Este trabajo
prcazsysy SO SSRKETS0 e giarido eIt
oz Do SIS S pmISO e TS e
prezsgss DSOS S phmISO AN TS e
oKC7615/16 Derivado de pKC796. Este plasmido incluye genes Este trabajo

SC07615/16 bajo su propio promotor.

216



BglII (492)

Factor Xa site Xbal (957)

pPKC796Apra
6852 bp

Figura M7. Plasmido integrativo pKC796. Tomado de SnapGene

https://www.snapgene.com/
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M11 Produccion de antibidticos

M11.1 Cuantificacion en medio liquido de ACT y RED

Para la cuantificaciéon de ACT y RED en medio liquido se parte de cultivos en matraces de
50 mL con 10 mL de medio de cultivo (NMMP; R2YE) por triplicado de la cepa a evaluar.
El indculo se realizé con una concentracién de 10° esporas/mL. Se tomaron muestras de
700 pL de cada matraz a los diferentes tiempos estudiados y se cuantificaron los
antibiéticos siguiendo un método colorimétrico modificado del descrito por Kieser
(Kieser, 2000). De esa forma, las muestras fueron tratadas con KOH a una concentracion
final de 0,5 M e incubadas toda la noche a 4 °C. Posteriormente se centrifugaron y se
midi6 la absorbancia de los sobrenadantes a 640 nm, y se calculd la concentracion de

ACT aplicando la ley de Lambert-Beer (coeficiente de extincion molar de la ACT: e640 =

25320).
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A su vez, el precipitado celular se lavé dos veces con HCI 0,5 M, y se resuspendio en
HCl-metanol 0,5 M. Después de incubar 2 horas, se centrifugd y se midi6 la absorbancia

a 530 nm para obtener los datos de concentracion de RED (g530=100500).

M12 Andlisis de RNAseq

M12.1 Extraccion de RNA

El analisis de RNAseq se realizé a partir de cultivos liquidos de las cepas Sscrl (cepa que
contiene un plasmido multicopia pNX4441) y la cepa control (que contiene un plasmido

vacio pN702GEM3) ambas cepas son derivadas de la cepa S. coelicolor M145.

Las muestras se sembraron en matraces de 50 mL con 10 mL de medio NMMP, xilosa 1
%, fosfato 4,5 mM y neomicina 20 ug/mL, inoculados con 108 esporas/mL. Por cada cepa
se obtuvieron 3 réplicas técnicas para cada uno de los tiempos, 36 y 48 horas, (se
tomaron dos matraces por replica). El micelio se traté con 2 mL de PBS y 4 mL de RNA

Protect (Qiagen) antes de ser congelado a -20 °C.

La rotura del micelio se hizo incubando las muestras en TE con lisozima (15 mg/mL) a 37
°C durante 15 min, para posteriormente continuar la extraccion de acuerdo con las
especificaciones del kit RNeasy Mini Kit (Qiagen). La elucidn final se hizo en 50 uL de
agua libre de RNAsas, y la cantidad y calidad del RNA mediante el equipo 2100
Bioanalyzer system, obteniéndose en todos los casos valores de RIN superiores a 9. El
envio a Macrogen (Korea) se hizo precipitando el RNA con 0,25 volumenes de NaCl

(0,8M) y 3 volumenes de etanol, segun las indicaciones de la empresa.

M12.2 Libreria, secuenciacién y analisis

El analisis de RNAseq fue realizado por la empresa Macrogen, el equipo utilizado fue
Novaseq 6000 lllumina, para limpiar las muestras del rRNA se utilizé el kit Ribo-Zero
Bacteria y para obtener la libreria de las muestras se utilizé la libreria //lumina Stranded
Total RNA. Las secuencias fueron generadas secuenciando ambos extremos paired-end

reads.
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El Dr. Juan Fernando Alzate Restrepo miembro del Centro Nacional de Secuenciacién
Gendmica de la Universidad de Antioquia-Colombia, realizé los analisis estadisticos y el
manejo de los datos en crudo, él se encargd de convertir los datos de las secuenciaciones
obtenidas a formato FASTQ mediante el paquete bcl2fastq y de depositar los datos
obtenidos en la base de datos NCBI SRA (BioSample accessions: SAMN31777774,
SAMN31777775).

El analisis diferencial se realizdé con la ayuda del programa RANA-seq

(https://ranaseq.eu/) (Prieto & Barrios, 2019) y otros programas descritos en la tabla

M18.

M.12.3 Programas bioinformaticos y paginas web empleados en la realizacién de este
trabajo.

Para la realizacion del analisis bioinformatico, el andlisis diferencial del RNAseq vy la
caracterizacion de los sistemas XRE/DUF se utilizaron los programas bioinformaticos y

paginas web, que se muestran en la tabla M18.

Tabla M18. Programas bioinformaticos

Programa Funcién Enlace bibliografia
TADB2.0 Informacion http://bioinfo-mml.sjtu.edu.cn/TADB2/ (Xie et al.,
toxina-antitoxina 2018)
(TA) tipo Il
StrepDB Servidor de http://strepdb.streptomyces.org.uk/ (StrepDB -
anotaciones de Database
Streptomyces. Commons, s. f.)
Actinoblast Blastp reciprocos http://streptomyces.org.uk/actinoblast/ (Chandra &
entre el genoma Chater, 2014)

de S. coelicolor.

MEGA 11 Analisis genético https://www.megasoftware.net/ (Tamura et al.,
evolutivo 2021)
molecular.
InterPro Clasificacion de https://www.ebi.ac.uk/interpro/ (Paysan-Lafosse
las familias de et al., 2023)
proteinas.
Pfam Alineamiento de  http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/ (Finn et al.,
multiples 2006).
secuencias.
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UniProt

SWISS-
MODEL

RANA-seq

Repositorio
central de datos
gratuito
sobre proteinas.

Modelado de

homologia de

estructuras de
proteinas.

Filtracion y
cuantificacién de
los fastq;
realizacion del
control de
calidad, la
cuantificacién de
expresion génica
y la expresion
diferencial

https://www.uniprot.org/

https://swissmodel.expasy.org/

https://ranaseq.eu/

(Coudert et al.,
2023)

(Waterhouse
etal., 2018)

(Prieto &
Barrios, 2019)
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A1 Construccion de plasmidos derivativos de pNG3

Como estrategia para futuros ensayos de complementacion de mutantes se construyo
otro plasmido integrativo derivado del plasmido pNG3 para cada una de las cepas
mutantes expuestas en el capitulo 3. Este pldsmido se integra en un sitio aaB localizado
en el gen SC0O4848. Todos los plasmidos derivativos fueron construidos y se comprobd
sus insertos por secuenciacion, con la excepcién del plasmido pNG2253/52 que no se

pudo comprobar que el inserto, fuera el correcto a partir de secuenciacion.

Spel

FiguraAl. Plasmido integrativo pNG3. Tomado de SnapGene
https://www.snapgene.com/.

Tabla Al. Oligonucledtidos especificos para amplificar sistemas XRE/DUF delecionados.

Cebador Secuencias (5°-3) Aplicacién

TTTTTTACTAGTGTCTCTCGECTCC Cebador directo para amplificar los genes

CR-164 S5C02245/46 bajo su propio promotor. El
TTCCG . .
sitio Spel esta subrayado.
Cebador directo para amplificar los genes
CR-165 TTTTTTGATATCCGTGCGTCCGAG SC02245/46 bajo su propio promotor Sitio
GTAGAC .
EcoRV esta subrayado.
Cebador directo para amplificar los genes
CR-160 TTTTTTACTAGICGGATTCGGGGC S$C02252/53 bajo su propio promotor sitio
CACCTC .
Spel esta subrayado.
TTTTTTGATATCAGTCCTCATCGE Cebador directo para amplificar los genes
CR-161 GGCAAC SC02252/53 bajo su propio promotor sitio

EcoRV esta subrayado.
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TTTTTTACTAGT CAGCCCCCAGGA Cebador directo para amplificar los genes

CR-158 ACGCAG SC04678/79 bajo 51’,| propio promotor sitio
Spel estd subrayado.
Cebador directo para amplificar los genes
CR-159 TTGATATCCAGLGGCTCCTG SC04678/79 bajo su propio promotor sitio
TGGTTC ,
EcoRV esta subrayado.
Cebador directo para amplificar los genes
TTTTTTACTAGTGACAGCGCCGAG . . e
CR-156 - SC06235/36 bajo su propio promotor sitio
CCGTAC .
Spel estd subrayado.
Cebador directo para amplificar los genes
TTTTTTGATATCGGCGGGGCGTTT . . e
CR-157 - . SC06235/36 bajo su propio promotor sitio
CCAGTG i
EcoRV esta subrayado.
Cebador directo para amplificar los genes
TTTTTTACTAGT A AA
CR-162 ACTAGTGCGAGGGAAGG SC0O7615/16 bajo su propio promotor sitio
TCGAACC .
Spel estda subrayado.
Cebador directo para amplificar los genes
TTTTTTGATATCCCGGGAAGTGGT . . Y
CR-163 - SC0O7615/16 bajo su propio promotor sitio
CCTTGC .
EcoRV esta subrayado.
CR-166 CCAGGCTTTACACTTTATGC Cebadot para !a secuenciacion de plantillas
homoldgicas insertadas en el sitio EcoRV.
CR-167 GCTGAAGGAGGAAGACGAAG Cebador para la secuenciacidn de plantillas

homolédgicas insertadas en el sitio Spel.

Tabla A2. Plasmidos finales derivativos del plasmido integrativo pNG3, para ensayo de
complementacién de los sistemas XRE/DUF.

Vector Caracteristicas Referencias
pNG3 Vector bifuncional Escherichia — Streptomyces.
Integrativo, contiene la integrasa del fago @BT1. (Gonzalez-Quinonez et al.,
Incluye el gen SCO4849 bajo su propio promotor. 2016)
Resistencias: Ampicilina (bla), Higromicina (hyg)
N . ' .
pNG2246/45 Derivado de pNG3 Estce plasmld.o incluye los Este trabajo
genes SCO2246/45 bajo su propio promotor.
pNG4678/79 Derivado de pNG3. Este plasmido incluye los .
. . Este trabajo
genes SCO4678/79 bajo su propio promotor.
pNG6236/35 Derivado de pNG3. EsFe plasmld.o incluye los Este trabajo
genes SCO6236/35 bajo su propio promotor.
pNG7615/16 Derivado de pNG3. Este plasmido incluye los

Este trabaj
genes SCO7615/16 bajo su propio promotor. ste trabajo

A2 Numero total de genes diferencialmente sobrexpresados en el analisis
transcripcional de la cepa Sscr1

A continuaciéon, se muestra en tablas todos los genes que se encontraban
diferencialmente expresados con significacion estadistica en el analisis transcripcional
de la cepa Sscr1, 1308 y 1340 genes a las 36 horas y 48 horas respectivamente. Tablas
A3 a la A18 todos los genes sobreexpresados 972 y 1169 genes a las 36 y 48 horas

respectivamente, tablas A19 a la A22 todos los genes subexpresados 336y 171 a las 36
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y 48 horas respectivamente. En las tablas se muestra el SCO de cada gen, cambio en la

log2FC y un padj (p valor ajustado) < 0.05.

Tabla A3. Genes sobreexpresados en el andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SCO0446 al SCO0791 y el SCP1.237.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj
SCP1.237 9.70E-34 2.40E-17 | SC00498 3.30E-02
5€00046 2.60E-02 | 5C00499 9.70E-12
5€00070 1.30E-02 5€00501 2.00E-03
5€00071 3.40E-02 5C00514 5.00E-03
5€00072 6.20E-21 5C00515 1.60E-02
5C00105 2.70E-02 | 5C00522 4.20E-02
5C00106 4.40E-02 | 5C00524 2.40E-02
5€00107 8.30E-06 | SCO0525 9.00E-09
scoo134 [ 5.00E-03 5C00526 9.00E-03
5C00149 7 2.70E-02 | SCO0529 1.10E-06
5C00152 1.00E-05 5€00530 2.50E-02
5C00154 4.80E-05 scoos43 AN 1.30E-08
5C00157 4.30E-05 5C00554 4.10E-02
5C00158 4.80E-06 5C00564 1.80E-07 2.00E-03
5C00182 5.00E-02 5C00565 8.50E-10 3.00E-03
5C00183 4.80E-05 5C00568 2.70E-19 7.90E-09
5€00184 2.10E-05 5C00569 1.30E-26
5€00192 1.30E-02 | SCO0570 4.40E-44
5€00193 1.30E-02 | SC00573 2.00€E-03
5C00194 2.90E-02 | SC00574 - 1.60E-02
5C00195 1.10E-02 | SCO0588 1.60E-02
5€00222 2.50E-02 | SCO0600 1.00E-16
5C00223 9.00E-03 | SC00601 4.40E-04
5C00224 9.10E-38 3.30E-32 | SC00618 3.50E-23 - 4.50E-06
5C00227 3.00E-02 5C00619 5.70E-12 1.00E-02
5C00231 6.00E-03 5C00620 9.20E-06
5C00236 7.20E-04 | SCO0629 - 3.00E-03
5C00237 2.70E-04 | SCO0630 1.40E-02
5C00256 2.50E-08 5€00632 5.00E-03
5C00257 5.30E-08 5C00636 1.20E-05
5C00258 7.40E-04 5C00638 1.10E-02
5€00259 6.10E-05 5C00639 3.00E-03
5€00297 1.506-41 I8N 4.00E-08 | SCO0668 3.80E-06 3.00E-03
SC00313 7.60E-04 5C00670 6.10E-04
5C00314 6.70E-05 | SCO0696 8.20E-05
5€00315 7.30E-05 | 5C00697 4.40E-07 8.50E-08
5C00319 3.10E-15 | SCO0698 2.20E-04
5€00320 3.60E-17 | 5C00727 2.00€-03
5€00321 9.00E-08 | SC00729 4.70E-15
5€00322 1.50E-04 | SCO0757 2.00E-03
5C00338 3.00E-03 | SC00759 1.60E-12
5€00356 1.00E-03 | SC00760 1.40E-65 1.80E-12
5€00357 2.20E-02 | 5C00761 7.30E-128 8.50E-12
5C00358 2.50€-04 | 5C00762 2.60E-215 6.00E-28
5€00377 2.40E-02 | 500774 1.10E-56 1.00E-20
scoo379 [N 7.80E-29 8.10E-04 | 5C00775 1.50E-08
5C00403 9.30E-09 | SC00776 3.70€-11
5€00408 1.10E-11 | SC00777 3.00€-05
5€00459 1.70E-02 | SC00783 3.40E-26
SC00463 1.50€-02 | SC00784 7.50E-05
scoo464 BN  1.60E-15 8.60E-06 | SCO0785 1.10E-02
5€00465 4.60E-02 | SC00789 1.20E-04
5€00466 3.00E-03 5€00790 7.00E-03
5C00473 5.00E-03 5C00791 2.20€-08
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Tabla A4. Genes sobreexpresados en el analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs

control. Genes del SCO0792 al SCO1134.

Gen

5C00792
SC00793
SCO0794
5C00795
5C00796
SC00798
5C00799
5C00803
SCO0804
5C00807
5C00809
5C00823
5C00824
5C00833
5C00841
5C00842
5C00843
5C00845
5C00849
5C00853
5C00854
5C00872
5C00875
5C00876
5C00882
5C00884
5C00885
5C00886
5C00887
5C00888
5C00889
5C00890
5C00891
5C00892
5C00893
5C00894
5C00895
5C00896
5C00897
5C00898
5C00899
SC00900
5C00901
5C00902
5C00903
SC00904
5C00906
5C00907
SC00908
SCO0909
5C00910
5C00911
5C00912
SC00913

36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj
1.60E-78 1.10E-05
2.10E-26 3.00E-03
2.40E-67 1.90E-08
2.90E-11
1.60E-05
6.00E-03
4.30E-02
4.00E-03
5.00E-03
- 7.00E-03
4.00E-03
5.10E-02
2.90E-02
6.00E-03
3.10E-09
1.40E-08
3.90E-02
4.00E-03
6N 2.40E-02
AW 2.00E-03
B 2.50E-08
4.10E-14
5.40E-02
1.30E-02
43 1.10E-11 7.80E-05
1.00E-04
5.80E-125 1.70E-02
4.80E-74 1.60E-02
9.60E-41 3.30E-02
1.30E-282 [JIEFIM 2.00E-12
1.90E-111 1.00E-06
6.90E-64 8.00E-03
8.30E-35 8.00E-03
1.10E-35 1.00E-02
3.40E-22 2.10E-02
9.10E-14 2.10E-05
8.80E-20 1.10E-04
8.80E-08
7.00E-08
4.90E-08
3.60E-08
1.10E-02
6.60E-10
5.90E-07
- 2.20E-02
1.20E-02
9.00E-03
1.20E-09
1.60E-09
1.80E-09

2.00E-28
8.00E-22
2.60E-15
1.30E-17

Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj
5€00914 1.20E-05
5€00917 4.30E-54 - 3.80E-15
5€00918 2.40E-24 7.80E-07
5€00926 3.70E-04
5€00941 3.20E-04
5€00953 1.70E-02
scoo9ss AN 4.10E-08 4.50E-02
5€00973 3.00E-03
5€00982 - 1.10E-04
5€00991 2.80E-17
5€00992 2.40E-05
5€00993 - 9.30E-11
5€00994 9.70E-07 5.10E-02
5C00995 4.70E-02
5€00998 1.20E-16
500999 BN 3.10E-17 1.80E-30
5C01009 1.80E-02
5€01016 5.50E-04
5€01021 2.00E-03
5C01024 1.00E-03
5€01028 3.80E-13
5€01032 1.80E-02
5€01034 6.80E-05
5C01035 4.70E-07
5€01036 3.40E-10
5€01037 3.30£-05 26 1.30E-02
5C01045 1.10E-02
5€01046 6.30E-13
5€01047 7.00E-03
5€01052 1.50E-02
5€01067 1.10E-04 2.00E-03
5€01071 5.40E-02
sco1077 |2 1.00E-14 1.50E-02
5€01080 4.00E-03
5€01081 3.70E-27 3.10E-07
5€01082 6.10E-15 3.40E-02
5€01083 3.90E-40 4.50E-09
5€01084 1.70E-43 6.20E-06
5C01096 1.30E-02
5€01105 2.10t-16 I8 3.00E-07
5€01106 2.60E-05
5C01107 4.60E-02
5€01109 - 1.40E-21 1.60E-02
5€01112 2.00E-12 2.40E-06
5€01118 1.40E-02
5C01126 1.00E-03 3.30E-02
5C01127 1.00E-03
5€01128 8.30E-05
5C01129 5.30E-05
5C01130 1.30E-06
5€01131 2.40E-05
5C01132 5.10E-09 2.00E-03
5C01133 6.60E-06 6.50E-05
5€01134 3.70E-08 1.00E-03
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Tabla A5. Genes sobreexpresados en el analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SCO1137 al SCO1593.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj

5C01137 6.30E-10 5C01368 2.10E-16

5€01142 4.20E-76 2.30E-10 | 5C01369 1.80E-08 5.00E-03
5C01143 9.80E-33 6.30E-09 | SC01370 6.80E-05 8.00E-03
5C01144 7.10E-64 3.00E-34 | SCO1371 1.90E-02
5C01148 6.10E-14 5€01373 - 8.50E-13

5€01150 1.40E-02 | SCO1374 5.20E-06 1.00E-03
5€01151 2.30E-04 | SCO1376 5.20E-06
5C01164 1.00E-03 | 501383 2.00E-03
sco1167 AN 3.60E-08 5C01384 9.90E-04
$C01170 8.90E-05 | SC01385 4.50E-02
5C01220 3.00E-03 5C01404 4.00E-07
5C01244 8.40E-48 5€01405 4.70E-02
5€01245 1.30E-56 sco1411 SN 6.20E-16

5C01246 1.20E-32 5C01413 2.60E-24
5C01264 8.90E-04 sco1416 N0 1.30E-05 4.50E-04
5C01174 2.00E-03 | 501417 1.00E-02
SC01175 2.00E-03 | SC01418 3.60E-02
5C01176 1.80E-10 | SC01424 3.50E-02
5C01177 4.60E-13 | sco1429 6N 5.60E-08

SC01178 9.50E-22 | SC01436 2.30E-04
5€01192 5.30E-02 | SC01438 5.00E-03
5€01193 2.40E-02 | 5C01441 3.00E-03

2.20E-02 | SCO1442 3.00E-03

5C01294 7.40E-15
5C01296 2.70E-14

5€01448 8.20E-05
5€01199 4.00E-02 | SCO1453 2.10E-08
5C01201 8.40E-07 | SC01454
5€01207 5.00E-03 | Sc01455 [N 9.30E-11
5C01222 1.50E-15 | SC01456
5C01223 7.90E-11 | SCO1457
4.2
3.5

2.70E-04
8.40E-11
6.90E-09
2.20E-33
5€01224 1.30€-06 | sc01459 [N 5.70E-12 2.70E-05
5C01225 3.20E-05 | SC01477 6.50E-04
5C01296 3.30E-09 | Sco1491 [0 3.30E-07
SC01304 1.40E-25 1.00E-03 | 501493 1.60E-02
5C01305 8.70E-43 4.50E-12 | SCO1500 4.20E-02
5C01306 1.80E-23 1.10E-15 | SC01501 3.00E-07
$C01307 1.30E-15 | SC01502 4.40E-16
5C01320 9.00E-12 | SC01503 3.00E-03
sC01321 6.10E-26 | SCO1507 3.00E-03
sC01322 4.10E-09 | SC01508 5.00E-33
SC01340 3.10E-16 | SC01509 2.60E-38
5€01341 2.60E-19 | SCO1519 3.70E-02
SC01342 1.60E-05 | SC01523 1.20E-06
SC01345 1.40E-04 5€01525 9.60E-07
5C01346 8.10E-06 5€01542 5.30E-05
5€01355 7.70E-10 1.00E-02 | SCO1545 9.00E-03
5€01359 9.30E-14 3.20E-18 | 5c01549 6 1.50E-10 6.10E-23
5€01360 2.70E-31 2.10E-06 | SCO1557 2.70E-04
5€01361 1.70E-15 1.90E-20 | 501558 - 1.30E-05 8.30E-07
5C01362 6.10E-22 2.20E-15 | SC01559 4.60E-12 2.50E-07
SC01363 8.80E-74 1.80E-20 | 5C01567 1.70E-02
5€01364 3.70E-09 4.50E-10 | SCO1584 3.60E-02
SC01365 1.50E-60 1.90E-06 | SC01585 3.40E-24
SC01366 3.10E-59 5C01586 1.00E-21

501367 1.40E-06 sco1593 [T 4.70E-05
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Tabla A6. Genes sobreexpresados en el andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SCO1594 al SCO2027.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj

5€01594 2.00E-04 | 5C01824 N30 5.40E-11

5€01595 4.50E-32 | 5C01837 1.90E-06
5€01596 2.10E-18 | SCO1840 7.00E-09
sco1597 IZI 2.30E-30 3.30E-04 | SCO1861 3.00E-03
5€01598 4.20E-02 | 5C01862 1.90E-02
5€01599 4.40E-02 | 5C0O1864 2.90E-12

5€01600 - 3.20E-13 1.30E-04 | SCO1865 1.50E-08

5€01617 5.20E-09 1.00E-03 | SCO1866 5.80E-07

5€01618 6.80E-05 | SC01867 6.00E-11

5€01623 1.60E-02 | SCO1868 3.20E-13 2.30E-22
5€01624 1.00E-03 | SCO1869 2.70E-57 2.60E-05
5€01631 1.20E-07 | SCO1874 8.00E-03
5€01632 1.50E-02 | SC01891 4.00E-02
sco1663 [N 4.20E-31 5C01903 2.20E-06
5€01669 7.00E-03 | SC01905 2.20E-06
5€01672 5.30E-09 | SCO1906 2.60E-02
5€01679 3.10E-19 3.00E-03 | 5C01909 5.20E-11
5€01680 5.50E-18 1.10E-02 | SC01912 7.00E-03
5€01681 8.90E-08 5C01916 1.20E-04
5€01682 1.30E-08 5€01917 2.40E-10
5€01683 2.50E-15 1.90E-02 | 5C01922 2.00E-03
5€01684 2.30E-12 1.10E-02 | 5C01923 2.00E-03
5€01691 5.10E-02 | 5C01924 5.00E-03
sco1693 B 5.90E-06 5C01925 4.60E-02
5€01696 1.30E-02 | SC01927 5.60E-04
5€01704 2.30E-02 | 501932 3.80E-02
5€01705 1.80E-02 | SCO1936 2.10E-04
5€01706 5.00E-03 | SC01937 4.90E-02
5c01711 - 4.50E-40 1.50E-05 | SC01946 1.00E-03
5€01714 3.30E-07 1.50€-02 | sco1954 [ 7.30E-13 3.00E-04
5€01720 1.00E-03 | SC01962 9.00E-03
5€01726 2.60E-22 | SC01963 1.00E-03
5€01727 3.60E-09 | sco1968 BBl 3.90E-89 1.00E-26
5€01729 1.90E-07 | SCO1969 3.50E-02
5C01734 1.40E-02 | 5C01972 2.60E-09

5€01750 2.10E-02 | 5€01979 1.80E-05

sco17s51 20 1.90E-08 5€01980 2.10E-09 5.00E-03
5C01758 G 1.30E-11 | SCO1984 1.40E-22 1.70E-04
sco1759 [0 1.90E-06 5€01985 5.30E-31 9.00E-03
5€01761 - 8.00E-03 | 5C01986 4.00E-12 2.40E-04
5€01764 4.20E-02 | SC01987 5.80E-06

sco1776 [N 2.80E-10 5€01988 3.80E-06 2.20E-02
5€01787 5.10E-02 | 5C01989 5.50E-13 1.80E-14
5€01799 2.70E-04 | SC01990 1.10E-32 3.10E-02
5€01801 9.40E-07 | SC01991 3.00E-03
5€01802 6.10E-21 3.60E-12 | 501992 1.30E-06
sc01803 [ENAN 2.50t-60 CIN 9.00E-56 | SC01994 6.50E-73 3.20E-10
5€01804 2.80E-40 KA 1.30E-07 | SCO1995 2.90E-50 4.20E-10
sco1805 |ERIl 5.40E-67 3.40E-05 | 5C01996 1.90E-31 1.40E-10
5€01807 1.30E-20 5€01997 8.70E-112 1.10E-11
5€01812 7.10E-11 5€01999 3.90E-04

5€01813 3.80E-05 5€02018 1.00E-03
5€01816 - 5.30E-05 | 5c02026 |8 3.00E-29 1.30E-06
5c01817 1.30E-02 | 5€02027 1.80E-05
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Tabla A7. Genes sobreexpresados en el analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SC02028 al SCO2633.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj

5€02028 [NBAN  5.50E-08 5c02383 2B 1.40E-48

5€02055 1.60E-20 | 5C02394 - 6.00E-03
5€02056 2.00E-03 | 5C02395 4.00E-03
5€02062 6.00E-03 | SC02397 5.40E-12

5€02099 1.20E-02 | 5C02398 1.50E-06

5€02142 2.20E-04 | 5C02399 3.00E-04

5€02166 2.20E-10 | 5€02426 2.90E-09 3.70E-02
scoz2174 @20 1.60E-05 5C02435 3.90E-58 3.00E-03
5€02189 2.40E-09 | SC02436 6.00E-39 2.60E-04
5€02190 1.90E-05 2.00E-02 | 502437 5.60E-19 3.00E-02
5€02200 1.00E-06 2.10E-02 | 5C02438 2.40E-25

5€02203 1.00E-05 6.60E-04 | SC02447 1.10E-10 2.70E-04
5€02212 1.60E-02 | SC02449 5.00E-03
5€02213 2.00E-15 | SC02463 2.90E-14
5C02214 1.60E-04 | SC02464 4.90E-06
5C02248 2.10E-07 7.20E-04 | SC02467 3.60E-04
5€02254 5.50E-15 2.30E-04 | 502477 4.30E-04
5C02256 3.70E-10 5C02478 8.00E-08
5C02259 5.30E-07 | 5C02479 1.50E-02 5.00E-03
5€02268 5.80E-04 | SC02480 6.50E-18 4.70E-07
5C02269 2.70E-05 8.40E-08 | 5C02481 2.70E-19 4.30E-06
5€02271 4.90E-11 5C02498 2.10E-40 3.00E-03
5€02272 2.40E-05 5€02499 5.70E-30

5€02273 2.00E-03 5€02500 2.00E-03 - 8.70E-07
5€02276 6.00E-03 5€02501 2.60E-06
5€02292 1.50E-05 5€02502 2.90E-04

5€02298 6.80E-07 5€02528 4.70E-04
5€02304 [ 1.70E-02 | SCO2532 2.50E-13
5€02305 1.00E-05 5C02533 2.20E-07
5€02306 9.10t-14 7 1.10E-02 | SCO2534 4.40E-07
5€02307 2.20E-20 5€02535 7.00E-03
5€02308 8.90E-13 5€02536 7.50E-04
5€02309 5.20E-37 1.80E-33 | SC02537 4.40E-15

scoz310 JEER 3.70E-114 7.80E-04 | SC02541 5.40E-16 [II04N 2.00E-03
5C02317 1.10E-02 | $C02542 3.60E-07

5€02318 2.00E-02 | SC02543 1.50E-05

5€02326 - 1.50E-12 1.80E-02 | SCO2547 5.80E-04
sco2327 EES 4.00E-07 1.60E-02 | SCO2549 1.00E-03
5C02328 2.00E-03 | S€02552 2.40E-02
5€02329 8.00E-03 | SC02553 5.70E-04
5C02336 1.50E-10 scoz2s67 N2 1.80E-09

5C02342 1.70E-04 9.10E-04 | 5C02568 5.70E-05
5C02343 6.10E-07 7.70E-08 | SCO2569 2.00E-10
5€02344 3.30E-16 1.60E-05 | SC02570 1.20E-09
5€02346 1.10E-33 2.10E-04 | SC02587 4.60E-08
5€02350 4.40E-04 1.20E-04 | 5C02591 2.00E-02
5€02355 7.50E-19 5€02595 - 9.70E-46 2.00E-05
5€02358 5.00E-02 | SC02598 3.60E-06

5€02366 5.00E-03 | SC02615 1.40E-10
5€02367 2.70E-05 | SC02619 1.00E-03
5€02373 3.70€-25 | 502625 [0 1.00E-09 4.50E-42
5€02377 3.00E-03 | 5C02626 9.10E-18
5€02379 5.90E-08 | 502631 |6 2.60E-08

5C02380 5.60E-08 | SC02633 5.80E-24
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Tabla A8. Genes sobreexpresados en el andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs

control. Genes del SCO2634 al SCO3081.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj

5C02634 - 1.00E-63 8.40E-04 | SC02856 4.90€-02
5€02637 1.80E-59 3.10E-10 | 502872 4.00E-05
5€02640 5.70E-15 | 5C02873 1.20E-02
5C02645 5.90E-09 8.00E-03 | SC02876 [N 4.40E-08 5.00E-06
5C02646 4.80E-04 5€02878 2.00E-03
5€02649 3.50E-24 5€02885 1.10E-02
5€02651 1.606-19 [ 5.00E-03 | sco2896 [N  3.40E-05

5€02652 1.30E-08 5€02897 3.00E-05
5€02653 6.50E-15 9.00E-05 | 5C02902 1.20E-08
5C02672 1.20E-21 4.40E-04 | 5€02903 2.70E-04
5C02673 1.30E-15 4.20E-04 | 5€02910 1.70E-47

5€02674 4.00E-03 | SC02911 3.30e-59 S 8.10E-07
sco2695 |22 1.80c-71 I 7.40E-42 | SCO2912 3.10E-14

5C02696 4.80E-29 | 5C02915 4.90E-02
5002697 2.60E-09 | 5C02924 4.70E-26
5€02721 3.90E-06 | 5C02925 3.90E-15
5€02722 2.00E-03 | 5C02926 3.70E-02
5€02723 3.30£-07 | 502937 BB 1.20E-33 5.00E-25
5C02726 1.90E-05 | SC02946 2.50E-06
5C02727 1.00E-03 | 502952 4.20E-11

5€02729 3.60E-10 | SC02955 1.30E-05

5€02730 4.00E-03 | 5C02956 6.00E-03

5€02732 2.40E-04 1.10E-02 | 502957 4.00E-03

5€02733 1.70E-09 5.60E-04 | SC02964 4.20E-54 6.00E-04
5€02762 2.20E-09 5C02965 4.10E-76 6.00E-03
5€02763 1.30E-55 1.00E-03 | 502966 9.00E-03
5€02770 2.70E-04 | SC02981 1.50E-14

5€02773 9.50E-13 3.00E-03 | 5C02982 4.40E-19 4.70E-04
5C02774 1.90E-33 3.30E-05 | 5C02983 3.00E-36 1.00E-04
5€02775 1.00E-09 4.90E-02 | $€02984 3.30E-34 3.00E-04
5€02776 3.00E-24 1.80E-11 | 502986 [N 1.40E-121 4.10E-12
5C02777 1.30E-44 2.90E-06 | SC02987 4.20E-18

5C02778 2.90E-53 4.40E-08 | $€02990 4.10E-02
5€02779 6.70E-85 6.50E-08 | SC02991 2.40E-02
5€02780 4.80E-06 | 5C02995 7.00E-03
sco2784 [N 4.60E-02 sco3006 W07 1.20E-04 4.70E-12
5€02789 5.00E-02 | SC03007 5.00E-03
5€02792 1.80E-08 | 503023 3.30E-02
5€02803 4.20E-02 | 5C03026 4.40E-02
5C02812 6.20E-09 2.30E-02 | 5C03028 2.80E-02
5€02815 4.00E-03 5€03029 4.80E-04 6.00E-03
sco2816 XM 1.00E-149 3.00E-04 | SC03035 8.50E-06 1.00E-03
SC02817 1.50E-66 4.00E-03 | $C03042 7.50E-08

5€02818 3.00E-39 5€03051 3.00E-16 1.40E-02
5€02821 7.60E-14 5€03058 5.00E-03
5€02828 1.90E-13 5C03064 1.90E-30 4.30E-02
5€02829 3.00E-08 5€03068 5.80E-11

5€02830 1.30E-04 5€03072 2.90E-12

5€02831 7.90E-20 5€03073 4.80€-95 20 2.00E-03
5c02839 [EX 2.405-34- 1.10E-06 | SCO3074 1.00E-05

5€02849 1.30E-39 4.00E-03 | 5C03075 7.00E-18

5€02850 1.80E-05 5C03079 1.80E-29

5€02851 7.40E-04 - 3.00E-04 | SC03080 - 5.60E-05
5€02853 1.60E-02 | 5C03081 5.40E-02
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Tabla A9. Genes sobreexpresados en el analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs

control. Genes del SCO3089 al SCO3418.

48 horas

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj
5C03089 4.20E-02 | 5C03237 3.30E-05
5€03090 3.10E-02 | 5C03238 5.60E-08
sco3o91 [  2.30E-31 3.30E-08 | 5C03239 1.60E-06
5€03100 2.00E-03 | 5C03240 2.70E-05
5€03105 2.60E-02 | 5C03241 1.50E-11
5€03110 2.00E-03 | 503242 3.80E-09
5C03111 2.00E-12 | 503243 7.40E-17
5C03117 5.00E-03 | 5C03244 1.10E-29
5€03118 2.30E-02 | 503245 1.00E-13
5€03125 2.50€-11 5C03246 2.10E-11
5C03126 6.70E-05 5C03247 2.70E-23
5€03132 2.20E-06 7.00E-03 | 5C03248 1.20E-22
5C03156 1.20E-23 4.30E-02 | 5C03249 6.90E-11
5€03162 1.60E-60 2.00E-05 | 5C03276 3.00E-11
5€03163 3.00E-03 3.60E-02 | 503277 1.80E-05
5€03164 5.50E-13 2.90E-16 | 5C03278 2.00E-03
5€03165 Xl 1.10E-22 | SC0O3279 1.40E-07
sco3166 [N 5.70E-12 5C03280 1.30E-02
5€03189 4.00E-03 | 5C03284 8.10E-08
5€03192 2.40E-02 | 5C03285
5€03197 8.10E-08 3.50E-02 | 5C03286
5€03198 1.50E-11 3.80E-04 | 503287
5€03199 1.60E-20 1.30E-04 | Sc03296 [N 2.00E-06
sco3200 ERAM 1.30E-51 3.60E-04 | 5C03299
5€03201 5.40E-34 1.10E-02 | 5C03303
5€03202 1.00E-97 3.40E-05 | SC03306
5€03203 1.40E-06 5C03334
5€03204 7.30e-36 [ 1.00E-03 | SCO3335
5€03205 1.40E-06 5€03339
5c03206 %A 0.00E+00 2.40E-21 | SC03340
5c03207 [N 8.00E-229 1.30E-18 | 5C03341
5€03208 8.20E-05 5€03342
5€03210 3.00E-10 5C03360
5€03211 4.60E-09 sco3361 BN 9.20E-05
5€03212 1.20E-05 - 1.00E-02 | 5€03363
5€03213 2.00€E-03 2.00E-03 | SCO3366
5€03214 4.70E-09 sco33es [ 4.80E-20
5€03215 4.30E-06 6.00E-03 | 5C03382
5C03217 7.40€-17 8.30E-20 | SC03384
5C03218 7.50€-23 4.00E-27 | SCO3385
5€03219 1.70E-02 | SCO3386
5C03220 2.10€-07 6.40E-23 | SC03388
5C03221 3.90€-31 1.40E-17 | SCO3389
5€03222 5.30E-18 8.70E-46 | SC03390
5€03227 3.00E-14 | 5C03391
5C03228 3.50E-08 6.70E-13 | SCO3396 - 1.50E-09
5€03229 1.80E-23 1.30E-25 | 5C03397 2.50E-27
5€03230 1.00E-27 2.40E-34 | 5C03398
5€03231 6.80E-29 4.50E-24 | 503399 AN 2.10E-08
5C03232 1.50E-46 7.60E-26 | SC03402
5C03233 1.60E-21 4.60E-28 | 5C03403 AT 3.10E-12
5C03234 3.90€-19 1.20E-07 | SC03408
5C03235 6.30E-26 1.60E-22 | SCO3417
5C03236 3.20E-20 1.50E-21 | 5C03418

log2FC
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padj
9.50E-08
1.30E-07
3.70E-10
5.10E-04
8.30E-08
7.00E-03
1.80E-13
6.50E-23
8.10E-10
2.00E-09
7.90E-10
4.60E-05
3.50E-05
7.30E-07
6.40E-10

2.40E-02
9.90E-10
2.60E-02
4.80E-02
4.00E-03
1.30E-19
1.00E-02
1.90E-02
1.70E-04
2.30E-02
1.00E-02
9.60E-05
2.00E-03
7.00E-13

2.00E-03
8.20E-10
1.70E-02
2.20E-02
9.00E-03
2.00E-09
1.00E-03
1.90E-05
1.20E-04
1.00E-08
2.20E-02

9.00E-03
1.70E-02
1.30E-02
6.00E-03

3.70E-02
1.40E-02
2.00E-03




Tabla A10. Genes sobreexpresados en el analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SC0O3426 al SCO3959.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj

5C03426 I 1.00€-03 | SC03743 5.00E-03 |2 3.60E-02
5€03509 7.90E-30 5€03745 4.00E-03

5€03556 1.20E-05 5C03746 2.30E-14 - 2.00E-03
5€03557 1.70E-05 5C03747 1.70E-02
5C03562 4.40E-07 | SC03749 1.60E-05

5€03573 2.10E-02 | SC03752 2.00E-03

5€03581 8.40E-11 | SC03758 2.80E-06

5€03592 - 1.00E-03 5€03759 7.60E-07 1.20E-02
5C03596 2.20E-02 5€03760 1.90E-06 1.70E-02
5€03602 1.40E-06 | SC03764 4.70E-07
5€03603 3.40E-02 | SCO3765 2.70E-08
5C03607 2.00E-03 | 5C03770 3.50E-05
scoss30 BN  2.10E-06 5€03771 3.00E-03
5€03661 1.00E-08 | SC03776 3.00E-03
5C03662 1.00E-133 4.40E-08 | 5C03777 1.30E-08 4.30E-07
5€03663 6.80E-64 4.00E-03 | 5C03778 4.60E-23
5C03666 2.80E-08 6.00E-03 | SCO3786 4.40E-04

5€03671 5.80E-05 | SC03787 5.00E-03

5C03673 6.40E-14 7.00E-03 | SC03788 1.40E-02 5.00E-02
5€03674 7.50E-06 5€03789 3.00E-02
5C03679 1.20E-10 5C03792 5.70E-06
5C03682 3.70E-07 5C03794 1.80E-02
5€03687 2.50E-07 5€03795 3.30E-04
5C03688 2.70E-12 [T 2.80E-02 | SC03796 2.10E-06

5€03690 1.30E-15 5C03797 1.00E-03

5€03691 1.20E-36 1.30E-05 | SCO3800 9.20E-37 2.20E-02
5c03692 [N 2.30E-29 2.30E-04 | 503801 2.00E-02
5€03694 2.10E-07 1.10E-02 | SC03813 2.10E-02
5€03695 8.00E-25 6.60E-10 | SCO3823 4.40E-02
5€03696 1.30E-19 5.00E-03 | SCO3824 2.30E-06 2.00E-24
5€03697 1.00E-39 4.90E-07 | SC03825 1.60E-17
5€03698 1.40E-32 1.90E-05 | SCO3827 3.90E-02
5€03699 1.00E-06 4.50E-02 | 5C03831 1.00E-03

sco3700 JRENIM  2.10E-11 5C03835 1.30E-02
sco3701 WSl 1.60E-05 5C03855 4.60E-02
5€03702 6.80E-10 5C03866 9.10E-08

5€03704 2.00E-26 5€03880 3.40E-06

5€03705 7.70E-07 5C03889 1.50E-21

5€03706 4.70E-07 5€03890 3.20E-46 1.40E-10
5€03707 5.30E-06 5€03910 5.00E-07 8.30E-28
5€03709 2.00E-02 5€03912 6.70E-08 5.30E-22
5€03710 [ 5.00E-03 | SCO3915 3.50E-12 5.00E-03
5€03730 7.60E-05 5C03916 4.00E-07
5€03732 2.40E-20 4.90E-14 | SC03917 3.50E-13
5€03733 6.10E-06 6.00E-03 | SC03925 4.90E-04
5€03734 3.70E-05 3.00E-02 | 503931

5€03735 8.00E-03 5€03945 3.20E-02
5€03736 6.60E-06 5€03951 5.00E-03
5€03737 3.40E-06 5C03952 1.90E-18
5C03738 9.60E-07 5C03953 1.10E-37
5€03739 2.90E-10 - 1.50E-02 | SC03956 1.70E-15
5€03740 5.30E-06 1.70E-02 | SCO3957 8.80E-11
5€03741 7.80E-04 5C03958 5.00E-07
5C03742 1.906-07 [ 3.00E-03 | 5C03959 1.70E-02
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Tabla Al11l. Genes sobreexpresados en el analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SCO3960 al SCO4308.

5C04159
5C04164 3.7 4.40E-29
5C04165 3.6 2.30E-18

3.90E-02 5C04278
2.90E-04 SC04279
2.00E-02 S5C04280

4.30E-09
5.90E-43
1.80E-47

5.40E-43
8.30E-31
5.30E-27

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj
503960 6.00E-09 SCO4199 5.00E-03
5C03961 4.10E-18 SC04201 3.90E-06
503964 3.00E-03 SC04202 4.70E-08
503966 1.90E-02 SC04203 1.10E-09
5€03971 5.00E-03 SC04204 1.206-97 [JIEEIN 2.00E-03
503972 3.90E-26 5C04207 1.90E-09
503973 2.20E-15 5C04208 1.60E-06
503975 2.20E-08 5C04214 1.10E-19 8.30E-28
5€04004 1.40E-02 SC04223 1.50E-02
5C04005 6.50E-07 SC04233 4.00E-06
5C04006 1.50E-12 SC04234 1.00E-03
504017 2.00E-03 5C04242 2.60E-14
5C04018 3.00E-03 5C04243 8.20E-05
504021 1.00E-04 5C04244 4.10E-21
5€04022 2.60E-04 5C04245 3.50E-09
504023 1.40E-06 5C04246 2.00E-37
504029 2.30E-04 5C04247 3.60E-14
5C04055 2.40E-10 SCO4248 2.60E-11
5C04058 1.30E-05 SC04249 9.30E-06
504059 5.70E-04 SCO4250 2.10E-40
504075 5.00E-02 SC04251 4.90E-48
504082 1.30E-10 3.00E-03 $C04252 3.80E-45
5C04083 1.60E-18 9.00E-03 SC04253 4.60E-73
5C04084 5.70E-04 5C04254 2.50E-10
5C04085 3.906-10 AN 1.40E-02 SCO4255 4.00E-26
5C04096 2.30E-28 5C04256 2.20E-41
5C04098 2.20E-04 SC04257 5.30E-25
5C04104 3.30E-04 5C04258 1.10E-45
5C04109 3.40E-47 1.50E-08 SC04259 1.80E-26
5C04110 2.80E-18 3.50E-02 SCO4260 4.60E-30
5C04111 1.10E-07 5C04261 3.00E-13
5C04119 3.20E-02 5C04263 7.50E-05
5C04120 5.40E-07 2.30E-08 SC04264 1.20E-22
504121 4.70E-08 1.40E-10 SCO4265 1.50E-08
5C04123 4.10E-06 5C04266 2.20E-22
5C04124 2.50E-16 2.30E-04 SC04267 1.10E-02
5C04125 9.40E-13 SC04271 5.40E-04
5C04134 9.20E-12 SC04274 3.00E-12 7.00E-03
504141 - 7.60E-05 5C04275 1.60E-09 1.90E-08
5C04149 7.00E-05 5C04276 1.70E-09

5C04168 4.90E-05 5€04288 8.00E-03
5C04169 5.10E-04 2.20E-02 §C04291 1.80E-06 3.00E-03
5C04172 1.00E-03 5C04292 3.20E-15 1.90E-06
5C04173 1.10E-02 S5C04295 1.80E-27

sco4174 [0 1.70E-04 6.50E-06 504297 |JENAM 2.10E-134 8.90E-07
$C04175 3.70E-05 SC04298 1.40E-12 1.50E-04
SC04177 2.40E-04 SC04302 2.00E-05 8.00E-03
sco4186 [IISIN 9.80E-30 3.10E-09 SCO4304 3.10E-22 1.50E-05
5C04195 1.10E-02 SC04305 5.90E-05

sco4196 [T 1.60E-18 5.30E-04 SC04307 6.90E-05 2.60E-02
5€04198 8.00E-03 SC04308 6.70E-04 2.00E-03
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Tabla A12. Genes sobreexpresados en el analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SCO4310 al SCO4903.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj
5€04310 3.00E-03 SCO4612 28 230807
5C04311 1.60E-12 SCO4615 - 6.50E-05
5C04312 1.80E-09 SC04622 2.00E-03
5C04316 1.10E-07 5C04630 - 8.10E-06
5C04319 3.20E-04 - 6.00E-03 SC04634 9.00E-03
5C04320 4.90E-04 7.00E-03 SCO4640 6.00E-43
5C04336 7.30E-19 5C04641 1.70E-14
5C04337 7.00E-39 8.60E-08 SC0O4642 3.70E-04
5C04339 1.40E-02 SCO4644 9.00E-03
5C04340 9.00E-03 SCO4645 6.00E-03
sco4341 BN 1.00E-02 3.00E-03 SCO4658 2.60E-08
5C04374 2.80E-05 SCO4664 1.40E-06
5C04344 1.00E-02 5C04665 7.00E-03
5C04374 2.80E-16 5C04666 1.30E-05
5C04375 1.60E-18 - 8.40E-05 SCO4667 1.90E-02
5C04376 4.00E-11 1.50E-05 SCO4683 7.00E-10
5C04378 2.00E-03 5C04685 1.30E-10 AN 5.30E-04
5€04388 9.50E-15 SC04733 1.00E-03
5c04392 BN 8.20E-05 2.40E-02 SC04748 8.00E-03
5C04404 5.10E-02 SCO4749 2.50E-09
5C04406 2.80E-02 5C04754 3.00E-10
5C04410 9.40E-05 5C04755 3.00E-18
5C04415 4.10E-05 5C04756 2.50E-07
5C04416 6.20E-04 5C04757 2.30E-08
5C04417 1.00E-03 SC04759 1.40E-05
5C04418 8.10E-04 2.40E-02 SCO4760 1.10E-05
5C04419 4.00E-07 5.00E-04 SCO4764 - 1.90E-08
5C04425 5.50E-05 5C04765 3.10E-35
5C04431 2.60E-02 SCO4766 5.30E-09
5C04432 2.00E-03 SCO4767 1.50E-06
5C04437 - 1.40E-04 1.20E-02 SCO4778 3.40E-15 2.90E-06
5C04441 6.60E-58 1.10E-06 SC04783 3.00E-03
5C04448 4.40E-06 SC04784 8.50E-05
5C04449 1.10E-17 SCO4788 7.50E-04
5C04465 4.80E-04 SC04791 9.90E-04
sco4471 S 1.60E-23 1.40E-02 SC04799 N2 5.10E-06
5C04496 4.70E-04 SC04810 5.40E-02
5C04498 7.00E-84 3.40E-07 S5C04811 9.20E-04
5C04499 3.80E-14 5C04812 2.30E-05
5€04501 3.90E-05 5C04814 2.20E-02
5C04502 3.90E-10 sco4815 [0 5.10E-04
5€04503 [57 8.00E-03 sco4827 [T 1.90E-02
5C04531 - 3.90E-02 5C04828 2.20E-04
5C04553 4.70E-02 5C04831 2.60E-06
5C04564 [ 1.10E-02 sc04863 1.80E-02
sco4583 BN 1.70E-24 5C04864 5.00E-03
5C04584 2.00E-03 SCO4866 8.20E-09
5C04586 - 4.40E-42 1.10E-02 SCO4867 7.00E-05
sco4s87 X 9.50E-95 1.60E-04 SCO4886 9.00E-03
5C04591 2.00E-03 SCO4887 3.00E-03
5€04592 3.00E-03 SC04888 1.00E-02
sco4593 S 4.20E-20 1.30E-02 5C04901 5.00E-03
5C04609 3.90E-06 SC04902 1.50E-08
5004611 5.60E-08  SC04903 5.00E-08
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Tabla A13. Genes sobreexpresados en el analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SCO4912 al SCO5366.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj

5C04912 5.30E-05 | SC05076 - 1.40€-08 4.20E-09
5€04913 2.30E-15 | 505077 1.60E-07 3.90E-06
5C04914 1.80E-12 | SC05078 3.60E-13
5C04916 1.60E-02 | 05079 [0 5.00E-08 1.10E-11
5€04930 5.70E-15 7.00E-03 | SCO5080 6.70E-09
5€04931 9.00E-15 2.00E-02 | SCO5081 2.30E-07
5C04932 8.60E-40 3.60E-05 | SCO5082 1.30E-14 9.10E-09
5€04935 2.40E-02 | 5CO5083 1.80E-69 2.10E-05
5€04938 9.00E-03 | SC05084 7.60E-82 1.70E-09
5C04939 3.30E-02 | SCO5085 2.00E-16

5€04945 2.80E-197 4.00E-04 | SCO5086 1.60E-13
sc04946 |EXM 9.00E-57 1.30E-08 | SCO5087 4.40E-14
5C04947 6.40E-12 | SCO5088 2.70E-19
5C04948 4.90E-12 1.10E-07 | SCO5089 8.00E-03
5€04949 3.10E-09 6.30E-04 | SCO5090 4.90E-16
5€04950 2.10E-06 3.30E-02 | SCO5091 2.60E-13
5C04951 1.20E-04 5.00E-03 | SC05092 2.70E-22
5€04952 5.10E-04 | SCO5093 6.20E-07
5€04953 4.40E-02 | 5C05094 3.20E-08
5C04954 1.90E-13 | SCO5096 4.60E-04
5€04955 4.90E-04 | SCO5160 1.30E-10

sco49s56 B2 1.10E-78 5C05161 5.40E-28

5€04963 - 2.30E-18 | SCO5162 2.20e-38 26 1.80E-04
5C04964 1.50E-08 | SCO5163 3.80E-20

sco4967 20 2.00E-21 5C05166 3.30E-20

5€04971 2.80E-25 | SCO5178 3.606-35 6NN 9.60E-06
5C04972 3.50E-08 | SCO5183 1.60E-27

5€04976 2.40E-05 | SCO5186 1.70E-02
5C04977 1.80E-02 | scos5187 B 9.20E-41 1.10E-09
5C04980 8.30E-04 | SC0O5189 4.50E-13
5€04981 1.10E-36 | SCO5190 - 6.10E-19 2.90E-43
5€04982 1.80E-24 | SCO5191 4.30E-12 1.60E-44
5C04983 4.20E-12 | SC05192 9.20E-04
5C04987 3.30E-06 5€05199 2.00E-03
5€04994 3.20E-08 5€05215 2.60E-02
5€05024 2.50€-15 | sco5216 [ISIN 3.80E-34 6.00E-03
5€05025 I 5.30E-27 | SCO5222 3.00E-03
5C05026 2.80E-20 | 05223 [0 1.70E-07 3.20€-02
5€05027 6.80E-15 | SC05228 6.00E-03
5€05037 7.00E-03 | 5CO5235 4.70E-05

5C05038 1.90E-09 | SC05237 5.70E-43

5C05042 3.50E-35 2.50€-15 | SC05257 5.70E-08
5C05050 2.80E-06 2.20E-02 | SCO5261 4.20-27 5.40E-08
5€05051 7.80E-05 5€05264 9.60E-09 3.70E-02
5€05057 1.20E-07 5€05265 4.40E-09

5C05065 3.10t-106 2 7.80E-06 | SCO5285 1.50€-43 X 3.00E-31
5C05066 1.50E-04 5C05286 4.80E-18 3.20E-02
5C05069 1.10E-05 5C05305 2.00E-03
5C05070 5.60E-05 | SCO5309 8.10E-04

5€05071 7.40E-09 1.10E-18 | SCO5328 2.20E-04

5€05072 5.60E-09 2.70E-10 | SCO5341 2.00E-03

5C05073 8.50E-08 3.70E-09 | SCO5360 2.00E-03
5C05074 3.60E-10 2.00E-10 | SCO5361 3.10E-02
5€05075 1.70E-08 2.20E-10 | 5C05366 /4.0 4.00E-09 2.20E-02
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Tabla A14. Genes sobreexpresados en el analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SCO5367 al SCO5867.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj

SC05367 - 1.30E-12 5C05596 || 2.50E-04

5€05370 3.60E-11 5€05603 2.10E-13
5C05378 7.00E-03 | 5CO5651 2.10E-02
5€05379 5.80E-04 | SCO5662 7.00E-03
5C05389 1.70E-97 4.20E-12 | SCO5665 3.00E-03
5€05399 3.30E-19 3.50E-06 | SCO5672 1.40E-06
5C05400 3.30E-14 5€05673 2.00E-03
5C05401 - 2.00E-03 | 505676 1.00E-03
5C05404 9.00E-03 | 5C05679 3.10E-04
scos405 AN 6.10E-25 5€05681 2.00E-02
5C05411 5 2.10E-04 | SCO5683 1.00E-02
SC05436 1.10E-04 5C05699 7.90E-33
5C05437 8.00E-03 5€05700 6.70E-05
5C05448 4.20E-07 5€05701 2.30E-02

SC05449 8.00E-04 | SCO5702 1.90E-06

SC05450 1.00E-04 | SCO5705 8.50E-13

5C05451 3.50E-12 | SCO5707 1.90E-08
scos465 AN 6.80E-22 5€05708 4.90E-07
SC05473 2.50E-04 | SCO5709 1.30E-15
5C05474 5.60E-04 | SCO5713 - 9.80E-04

SC05482 6.00E-03 | SCO5714 4.00E-03

scos4s4 N0 7.00E-03 1.30E-06 | SCO5718 3.00E-02
5C05485 1.80E-05 | SC0O5739 1.20E-02
5C05486 2.20E-11 | SCO5740 1.50E-05
SC05487 2.90E-07 | 5CO5741 2.80E-43
5C05488 3.00E-08 | SC05742 2.20€-13
5C05489 - 3.20E-20 4.20E-10 | SCO5746 - 3.00E-03

5C05490 1.90E-40 1.80E-09 | SCO5754 3.60E-34

5C05492 3.00E-02 | 505756 - 3.00E-02
5C05497 4.00E-03 | 5C05757 - 2.10E-02 2.30E-02
5C05498 3.00E-03 | 5C05760 1.20E-09

5C05499 2.70E-10 | 5C05765 - 3.60E-02
sco5502 [N 3.90E-07 9.00E-03 | SC05772 1.20E-04 5.00E-03
5C05506 2.30E-05 | 5C05779 1.70E-04

5€05521 7.50E-05 | SC05784 4.40E-17

5C05522 8.70E-08 | SCO5786 1.40E-26 6.80E-04
scos524 SN 9.20E-10 5€05791 5.20E-15
5€05525 8.00E-03 | 5C05792 2.10E-02
scos526 [T 4.60E-05 8.00E-03 | 5c05795 [N 2.20E-05

5C05529 4.30E-02 | SCO5796 1.60E-15
5€05531 2.30E-07 1.30E-05 | SCO5805 9.00E-04
SC05532 1.10E-05 3.90E-02 | SC05812 3.00€-03
SC05533 2.20E-08 5C05813 8.00E-03
5C05548 2.10E-02 5€05816 2.30E-02
5€05551 1.00E-03 | 505819 3.00E-02
SC05552 8.10E-16 | SCO5821 2.50E-09
5C05556 9.40E-04 | SCO5837 2.10E-02
scos573 [0 6.90E-07 2.30E-05 | SCO5847 7.40E-05
SC05588 1.00E-03 | 5CO5848 1.80E-05
scos589 B 7.90E-62 3.00E-10 | SC05849 3.70E-02
5€05591 1.50E-02 | SCO5856 9.00E-03
SC05592 2.00E-03 | SCO5857 3.70E-02
5C05593 - 4.40E-07 6.40E-12 | SCO5861 - 8.70E-07

5€05594 1.40E-05 9.60E-08 | SCO5867 1.40E-21 8N 6.00E-03
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Tabla A15. Genes sobreexpresados en el analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SCO5878 al SC06292.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj

SC05878 2.30E-13 5C06125 - 7.70E-07
5€05903 1.00E-03 5€06127 3.10E-12 6.90E-04
5€05920 1.40E-05 5C06130 1.00E-03

5€05929 2.00E-06 S 3.90E-04 | SCO6131 1.20E-05

5€05933 2.00E-03 5C06132 7.50E-06

5€05949 2.50E-05 | SC06133 5.20E-16 [N00  3.50E-02
5€05970 1.30E-04 | SCO6135 8.70E-04

5€05971 1.60E-11 | SCO6136 1.00E-12 1.90E-02
5€05972 1.00E-03 | SCO6142 5.20E-02 2.30E-02
5€05977 - 8.70E-09 5C06143 2.00E-03
5€05997 8.20E-27 3.70€-02 | SCO6145 NN  2.80E-08 7.00E-03
5C05999 1.10E-02 | SCO6149 3.00E-25
5C06014 1.70E-02 | SCO6150 2.10E-07
5C06019 3.10€-11 5C06165 8.00E-03
5C06021 1.40E-14 5C06166 7.20E-04
5C06022 2.10E-08 5C06178 - 1.40E-05

5C06024 2.70E-06 5C06180 4.80E-07

5C06025 1.80E-05 5C06192 6.00E-03
5€06027 1.90E-13 - 1.10E-04 | sco6198 N2  1.80E-18

5C06029 5.10E-04 | 5C06222 3.60E-02
5C06034 1.30E-05 5C06228 7.20E-06
5C06035 5.206-05 [NA107Y 2.30E-02 | SC06229 1.10E-14
5C06036 1.60E-04 5C06230 1.70E-04
5C06037 1.20E-09 5C06237 4.70E-05
5C06040 3.30E-12 5C06238 3.80E-02
5€06043 7.306-13 20 1.40E-02 | SC06241 6.00E-03

5C06044 5.70€-21 5C06252 6.00E-03

5C06045 5.10E-15 5C06265 2.90E-40

5C06051 3.30E-05 5C06266 3.70E-17

5C06052 2.70€-07 6.00E-03 | SC06267 1.10E-29 4.20E-02
5C06054 1.90E-07 | SC06268 2.20E-21 2.30E-09
5C06055 2.70E-11 | SC06269 4.30E-13 4.10E-12
5C06056 1.70E-08 | SC06270 4.80E-74 1.10E-17
5C06062 9.90E-23 5C06271 1.50E-08 2.10E-05
5C06063 7.90E-07 5C06272 1.80E-56 2.10E-22
5C06064 3.00E-03 5C06273 0.00E+00 1.60E-120
5€06075 2.10E-04 | 5C06274 0.00E+00 1.90E-105
5C06076 1.20E-09 | SC06275 0.00E+00 8.90E-129
sco6089 AN 2.00£-06 ENAM ©.80E-22 | 5C06276 1.30E-194 1.40E-102
5C06090 2.80E-13 | 5C06277 6.60E-79 7.40E-06
5C06091 6.20E-06 | SC06278 2.70E-244 1.20E-100
5C06093 2.80E-05 5C06279 0.00E+00 1.90E-119
5C06094 5.30€-11 5C06280 0.00E+00 3.10E-141
5€06095 2.70E-20 5€06281 1.00E-129 5.40E-69
5C06096 2.40E-15 6.00E-03 | 5C06282 0.00E+00 1.70E-229
5C06097 9.80E-60 3.20€-02 | 5C06283 0.00E+00 2.10E-133
5C06098 1.70E-24 3.30E-04 | 506284 4.30E-201 6.70E-74
5€06099 1.30E-34 6.00E-03 | SC06285 1.20E-59 3.90E-23
5C06100 6.80E-25 9.10E-05 | SC06286 3.30E-166 1.30E-83
5C06101 1.70E-05 5C06287 1.30E-26 3.80E-07
5€06102 2.306-29 IS 4.70E-07 | SCO6288 1.60E-38 5.60E-19
5C06108 8.70E-18 5C06289 1.50E-13 5.30E-04
5C06109 1.20E-11 - 1.90E-02 | 5C06291 1.00E-02
5C06124 3.60E-05 | 506292 3.60E-06
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Tabla A16. Genes sobreexpresados en el analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SC06293 al SCO6824.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj
506293 3.80E-06 SCO6551 1.70E-12
5€06295 5.90E-63 5C06553 [N 5.40E-06
$C06296 6.50E-19 SCO6589 1.50E-17
5€06297 5.50E-15 SCO6604 3.00E-03
5C06308 3.00E-03 SCO6605 5.00E-03
506324 6.10E-07 5C06643 7.00E-03
$C06327 4.70E-02 $C06644 1.00E-03
506328 1.10E-02 SC06662 1.80E-04
506356 3.70E-08 SCO6663 2.00E-18
$C06357 7.00E-03 SCO6682 2.00E-07
$C06381 5.00E-03 SCO6684 1.80E-09
5C06383 - 2.00E-03 SCO6685 6.40E-23
$C06386 4.40E-02 $C06689 3.00E-06
$C06395 8.70E-06 SCO6690 3.70E-08
5C06408 - 7.10E-19 7.90E-10 SCO6691 1.70E-40 4.00E-03
5C06409 1.90E-08 1.30E-08 SCO6692 2.30E-26 6.40E-04
$C06415 3.00E-02 SCO6693 2.00E-31 6.40E-12

sco6420 B 1.60E-18

5C06421
5C06423 1.60E-40 5C06719
5C06425 1.00E-03 5C06720

SC06446 I 8.30E-05 SCO6721

2.80E-04 SC06694
2.00E-03 SC0O6703

3.40E-36 2.90E-11
2.20E-02
8.10E-11
4.40E-30
1.60E-08

1.10E-02

scoe447 IS 1.20€-08 4.30E-02 SC06723

5C06448 3.00E-03 SCO6726 1.40E-05
$C06451 9.20E-11 SCO6730 5.50E-04
$C06452 9.80E-08 SCO6734 1.40E-06
$C06453 6.00E-03 SCO6745 1.40E-05
5C06454 1.00E-03 SCO6764 9.50E-11
SC06455 - 1.10E-06 2.00E-03 SCO6765 2.50E-11
$C06456 3.40E-24 $C06766 4.90E-16
5C06458 1.80E-04 SCO6767 1.30E-13
506463 2.70E-19 SCO6768 3.30E-12
$C06464 2.30E-16 SCO6769 8.30E-09
506473 - 9.40E-06 $C06776 5.20E-04
$C06475 9.90E-12 $C06777 5.40E-02
5C06487 4.00E-03 SCO6780 4.70E-02
SC06489 4.50E-02 SC06793 6.00E-03
SCO6500 6.30E-04 $C06802 4.50E-04
$C06501 1.90E-04 $C06805 2.60E-19
$C06503 6.00E-03 $C06809 1.10E-23
5C06511 2.60E-04 $C06810 9.00E-19
5€06512 4.00E-07 SCO6811 5.00E-98 2Bl 3.10E-06

5C06513 2.10E-04 SC06812 1.00E-26

sco6516 [ 5.20€-02 5C06813 4.50E-18 8.90E-11
5C06517 - 1.40E-15 SC06814 5.80E-41 1.00E-13
5C06519 2.30E-02 SCO6815 2.40E-70 1.80E-04
5C06520 1.60E-23 5C06816 9.70E-31 3.00E-03
5C06521 4.20€-15 [N 3.00E-03 SC0O6817 1.40E-14
5C06522 3.30€-12 5C06818 3.00E-26
5C06523 1.40E-06 5€06819 2.60E-26
5€06529 - 3.00E-03 SC06820 2.70E-23
5€06530 1.30E-04 5C06821 9.20e-56 26 2.20€-05

5C06548 2.00E-06 506822 2.70E-20
5C06550 1.30E-05 IS 9.00E-04 SC06824 6.30E-05
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Tabla A17. Genes sobreexpresados en el analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SCO6826 al SCO7412.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj
5C06826 2.00E-05 5€07052 1.90E-02
5C06827 1.90E-77 1.00E-03 $CO7066 2.20E-17 [T 4.00E-03
5C06828 6.70E-62 4.00E-03 SCO7069 8.90E-04
5€06829 1.70E-07 3.70E-02 SC0O7070 3.20E-04
5€06831 5.20E-04 2.10E-04 SC07107 8N 2.50E-02
5C06832 1.10E-14 1.30E-05 SCO7138 1.70E-02
5C06834 1.00E-11 5€07140 3.30E-23 - 1.00E-04
5€06835 2.10E-07 5€07141 8.00E-14 2.20E-04
5€06836 6.90E-06 - 2.40E-02 SCO7145 1.50E-02
5€06837 8.90E-17 3.60E-04 SCO7147 1.80E-07
5€06838 3.00E-09 5€07148 2.10E-02
5C06840 1.20E-06 5C07149 2.90E-02
5€06841 1.00E-10 5€07151 8.00E-03
5C06842 2.00E-08 N2 1.70E-02 SCO7152 4.00E-03
5C06844 1.20E-04 5€07169 4.30E-02
5C06845 2.00E-03 5€07192 5.00E-03
5€06851 1.10E-02 5€07199 4.90E-02 2.80E-10
5€06865 3.50E-05 5€07200 3.40E-02
5C06866 2.00E-04 5€07213 1.30E-06
5C06869 1.00E-02 5€07220 9.80E-08
5C06876 2.40E-02 5€07221 2.00E-10
5€06888 2.00E-02 5€07237 1.40E-02
5€06890 1.90E-02 5€07261 2.90E-04
5€06892 3.70E-02 5€07264 4.20E-04
5C06894 2.40E-04 5€07265 3.20E-08
5C06896 2.90E-04 5€07266 2.10E-02
5€06898 1.80E-08 - 4.00E-03 sc07276 A2 1.10E-02
5C06899 5.10E-10 3.70E-02 5C07282 - 2.30E-04
5€06900 5.20E-04 5€07285 4.80E-02
5€06916 7.80E-06 SCO7302 3.00E-03
5€06917 1.00E-03 SCO7308 8.00E-03
sco6931 [ 6.20E-10 5€07309 1.70E-04
5€06933 3.70E-02 SCO7310 8.00E-03
5€06938 5.10E-02 SCO7311 2.10E-04
5C06952 7.50E-14 SCO7312 3.70E-02
5€06957 4.90E-02 $C07313 2.90E-02
5€06975 4.10E-05 SCO7330 3.70E-02
5€06976 1.10E-02 SCO7350 2.10E-07
5€06977 2.50E-02 SCO7354 2.10E-06
5C06978 3.00E-02 SCO7356 - 4.00E-02
5€06985 2.20E-05 SCO7363 4.00E-03
5€07000 3.208-02 sco7365 [JEHEMN 4.20E-02
5€07008 8.60E-16 SC0O7366 1.00E-10
5€07028 5.00E-03 SCO7367 4.40E-08
5€07039 8.00E-03 5€07369 2.30E-07
5€07040 1.60E-23 5€07376 1.40E-02
5€07044 3.30E-07 5€07381 2.10E-02
5€07045 1.00£-02 [JIEBIl 4.20£-02 SC07383 2.30E-02
5€07046 2.00E-03 5€07384 1.50E-06
5C07047 - 3.60E-02 SCO7387 1.10E-02
5€07048 1.70E-07 3.70E-02 SCO7396 9.30E-15
5€07049 7.10E-09 5€07397 1.40E-05
5€07050 3.70E-35 - 2.30E-06 SCO7404 7.00E-03
sco7051 S 1.90E-50 7.70E-08 Sco7412 [0 4.70E-05

253



Tabla A18. Genes sobreexpresados en el analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SCO7413 al SCO7822.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj

5C07413 5.00E-03 5€07541 1.60E-08

5C07414 5.00E-03 5C07542 8.70E-04

5€07415 9.40E-05 5€07575 2.30E-02

5€07416 1.20E-05 5€07586 1.10E-06

5C07417 4.60E-24 I8N 4.90E-04 5C07593 1.30E-02

5C07418 3.30E-11 5€07597 1.00E-03

5€07419 6.30E-04 5€07599 2.60E-10
5€07420 3.50E-02 5€07600 X 6.30E-51
5€07421 1.10E-02 5€07606 4.80E-30
5C07422 7.40E-15 5€07607 8.30E-09
5C07426 1.70E-02 5€07608 4.40E-02
5C07432 2.00E-02 5€07609 1.00E-03
5C07440 [ 4.30E-02 SC07619 2.10E-08

5C07442 7.70E-04 5€07620 1.10E-04

5C07445 e 5.00E-03 SCO7621 1.40E-04

5C07446 2.30E-05 5€07625 - 5.00E-02
5C07447 I 1.206-04 sco7626 5.20E-06
5€07463 3.30E-38 5C07632 6.50E-29

5C07464 4.10E-12 5€07636 1.70E-04

5C07465 9.90E-17 5€07639 1.70E-02

5C07466 1.00E-26 5C07644 3.70E-02
5C07467 3.20E-28 3.00E-03 SCO7650 2.00E-03
5C07468 4.60E-43 2.60E-04 SCO7651 6.10E-11
5C07472 2.00E-02 SCO7652 1.40E-18
5C07473 1.00E-03 SC07653 3.60E-42
5C07474 1.00E-03 SCO7654 2.00E-03
5€07477 5.10E-04 5CO7659 [N 3.30E-08

5€07478 1.30E-13  SC07662 EEl 360512
5€07479 1.40E-11 $C07692 - 9.00E-03

5C07480 2.00E-03 SCO7693 4.60E-04

5€07486 - 5.80E-06 5€07710 1.80E-12
5C07487 5.20E-04 5€07711 7.80E-08
5C07489 7.00E-03 SCO7716 1.90E-12
5€07490 3.70E-10 SCO7717 3.70E-11
5€07491 1.80E-02 SC07721 1.20E-22
5€07506 1.90E-11 SC07722 5.80E-24
5€07507 3.50E-14 4.40E-37 SCO7729 4.80E-02
5€07517 1.20E-04 4.00E-04 SCO7731 6.10E-35
5€07524 4.30E-02 5€07784

5€07536 5.40E-04 SCO7805 8.20E-07
5€07537 1.30E-02 SCO7806 9.10E-07
5€07539 6.00E-15 SCO7809 3.40E-02

SC07540 1.70E-04 SC0O7822 2.00E-03
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Tabla A19. Genes subexpresados en el analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SCO005 al SCO1330.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj
SCO0005 -1.2 3.60E-33 5C00494 | -1.7 1.00E-03
SCO0006 -1.6 2.00E-15 5C00495 -1.1 3.60E-09
SC00010 -1.4 1.00E-16 5C00498 -1.0 3.10E-02
SC00011 -1.2 1.30E-13 SCO00530 -1.2 1.20E-08

500012 © -14  450E-23  -1.0  9.30E-09 | SCO0584 | <1.7 | 1.70E-36
500019 -1.0  1.60E-04 = -1.2  1.90E-04 | SCO0585 | -1.9 | 4.00E-33

SC00113 | -15 | 3.00E-02 5C00586 | -1.8 | 2.40E-27
SC00119 -1.0  5.30E-04 5€00587 | 1.7 | 5.40E-28
5€00129 © -13  4.00E-03 5€00588 « -1.3  1.10E-25
5€00038 1.1  2.00E-03 | SCO0591 12 1.10E-10
5€00058 -1.3 | 4.50E-06 | SCO0597 -12  1.70E-06
5€00072 1.1 3.20E-06 | SCO0598 -11  5.70E-07
5€00108 S 9.00€-03 | scoos44 | 1.70E-151

scooi41 B3 8.10E-27 = -1.4  1.30E-07 | SCO0672 | -1.4  1.20E-18
5C00161 | -15  1.40E-21 = -1.3  3.20E-10 | SCO0673 [ =19 4.40E-58 | -14  1.20E-14
5C00162 | -15 | 3.90E-04 = -1.2  1.00E-14 | SCO0681 -1.1  1.70E-16 | -1.7 | 3.20E-15

5C00163 -12  1.30E-12 5C00682 8.70e-213 [N 2.40E-35
5C00165 | -1.4  9.70E-09 5€00683 5.00E-118 | -1.7  3.30E-08
5C00166 = -13  1.20E-04 5€00684 1.20E-45 | -1.5  4.30E-08
5C00167 | -1.6 | 3.00E-07 = -1.2  1.40E-13 | SCO0685 5.106-110 [E2M 4.60E-30
5C00168 | -1.4  1.00E-08 5€00703 1.4 3.50E-10
SC00169  -12  2.20E-06 500732 | -1.3  1.30E-26

500170  -12  5.60E-05 -1.1  7.70E-12 | scoo752 | B 1.10E-31
SC00171  -12  850E-04 -13  1.20E-11 | SC00767 -1.1  2.30E-28
Sc00172 | -14  3.00E-14 -11 7.50E-13 | SCO0867 -1.1  2.10E-15  -1.1  3.30E-10

5€00173  -1.1  2.90E-04 500902  -1.1  3.60E-22
5€00174  -1.1  2.10E-05 5€00922 477 3.50E-17
5€00175 -12  6.00E-03 | SCO0928 -1.0  1.40E-22
Sco0177 | <16 | 1.00E05 | -1.5  9.90E-20 | SCO0930 7.30E-117 [[50.7 | 1.30E-14
5€00179 = -14  1.50E-05 5€00931 3.40E-11
SC00180 = -13  1.40E-06 5€00932 1.40E-35
5€00181 = -12  1.30E-04 500943 -1.3  1.70E-16
500200 -1.1  5.00E-03 sco0944 B 3.60E-37  -1.1  3.40E-08
500201 = -12  450E-05 | -1.2  1.70E-11 | SCO0986 -12  9.50E-11
5C00204  -12  4.90E-15 SN s.40E-11
5€00208  -1.1  2.00E-03 5€01013 © -1.2  2.90E-18
5¢00209 [N 3.50E-70 501029 -1.1  4.60E-13
5€00210 = -13  1.70E-15 5€01054 -1.0  1.40E-13
500211 -12 1.60E-10 -1.0 6.80E-08 | sco1121 |JEBIGI 2.70E-50
5€00212 | -14  5.00E-04 sco1157 -1.1  7.70E-09
SC00213  -12  1.00E-03 5€01158 4.10E-16
5€00215 -12  5.80E-05 5€01159 5.20E-13 | -13  4.80E-04
5€00216  -1.1  1.20E-04 5€01160 2.10E-41
SC00238 -1.0  8.00E-03 5€01161 1.70E-15
500242 -1.0  1.10E-13 5€01165 -1.3  1.70E-20
5c00323 2100 8.70E-13 5C01166 | -1.6 | 5.30E-25
5€00328 -15  7.00E-17 | SC01189 -1.1  2.10E-10
SC00374 | 16 | 4.70E-43 5€01205 | -1.4  8.70E-12
5€00409 | -1.6 | 2.90E-26 [WE7 1.30E-21 | SC01240  -1.3  3.90E-23
5€00436 5220 150E-02 | SCO1241  -13  3.60E-32
scoo489 2B 5.10E-04 5C01276 = -1.4  7.10E-05
SC00490  -13  2.00E-02 5€01288 ~ -1.2  6.60E-05
5€00491 = -14 | 1.00E-02 5€01289 1.0  1.30E-19
5C00492 | -1.5 | 9.80E-04 5C01330 I 170817
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Tabla A20. Genes subexpresados en el andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SCO1356 al SCO3328.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj
SCO1356 5.10E-19 SC02492 | 1.7 3.80E-36
SCO1357  -1.0  1.20E-07 sco2495 [Nl 7.20E-45
sco1375 | 15  1.80E-31 $C02511 16 2.20E-02
5C01426 16| 9.40E-16 sc02512- 1.00E-03  -1.2 1.50E-02
SC01474  -1.0  6.70E-18 5C02513 2.80E-91 | -1.4 3.20E-11
$C01570 14| 2.80E-07 SCO2514 = -1.4 3.40E-29  -1.2 9.00E-09
SC01573 2.60E-23 | -14 4.10E-13 SC02516 = -1.3  1.20E-22
SC01574 3.20E-26 scozs517 3 4.70E-49
SCO1575 6.90E-15  -1.0 2.40E-04 SCO2518 | -1.8| 4.80E-43
SC01576 -1.5| 9.00E-09 SCO2519 6.40E-75
SC01577 -1.1 1.40E-06 SCO2529 5.30E-59
$C01578 1.10E-09 SCO2530 7.50E-38
SCO1579 -1.6 2.20E-10 SCO2555 -1.0 1.10E-09
SC01580 1.1 2.70E-05 $C02560 NN 6.60E-60
$C01593 -1.1 120E-05 SCO2573 | -1.7 6.10E-49  -1.1 1.80E-11
sC01604 | 15 410829  -1.1 1.60E-07 SCO2574 = -13  1.70E-08
SC01625 510678 | -1.6 1.40E-11 SCO2575  -1.0 7.00E-21  -1.2 6.00E-08
$C01626 5.10E-105 SC02586 = -1.3  1.20E-16
$C01627 1.90E-80 SC02680  -1.0  1.90E-11
5C01628 1.20E-66 $C02699 | -1.6 1.10E-29  -1.1 2.00E-06
$C01629 6.70E-73 $C02716 4.30E-10
$C01630 5.80E-77 $C02717 3.10E-18
SC01635  -1.0  3.90E-09 5C02718 1.00E-47
sC01674 | 1.6 1.40E-45 $C02719 | -1.8 7.30E-12
sco1675 28]  1.10E-94 5C02728 | -1.3  1.10E-02
SCO1723 = -14  2.00E-03 $C02765 1.3 1.50E-09
SCO1766  -1.2  1.90E-27 sc02819 SN 8.50E-42
sco1800 201 1.70e-77 | -1.3 1.40E-09 SCO2832  -1.1  1.20E-26
SCO1838  -13  3.50E-40 $C02905 12 1.30E-05
SC01839  -1.2  6.00E-33  -1.0 1.00E-11 SC02921 | -1.2  6.80E-24 [N 1.30E-27
SCO1860 | -15  1.50E-35 $C02922 16 2.70E-12
sC01913  -13  3.70E-05 $C02948 = -13  7.30E-21
$C02162 | -1.5  6.50E-43 $C02953 | -7 1.40E-32
5C02184 12 3.00e06 5C02954 [N 6.206-102 [EZN 9.90E-27
$C02207 1.30E-48  -1.3 3.90E-08 SCO2961  -1.1  1.50E-18
$C02208 7.90E-33 SC02962  -1.0  8.50E-19
$C02217 3.206-242 M 2.10E-24 SCO2975  -1.0  2.80E-26
$C02218 2.60E-65 | -1.8 6.30E-09 SC02976- 1.10E-26 | -1.4 1.70E-09
$C02229  -11  5.70E-05 5C02977 1.90E-29
sc02231 18]  1.20E-32 $C02999  -1.2  1.10E-32
$C02247 3.00E-03 SCO3013 12 1.10E-10
$C02250 | -1.3  3.90E-25 SC03105  -1.2  1.20E-07
$C02255  -1.1  3.70E-12 SC03134 | -1.6 4.30E-37
SC02258  -1.1  3.70E-14 $C03140 -1.1 3.00E-03
$C02371 | -16  3.00E-51 SC03195 = -1.2  3.60E-23
$C02401 14 5.50E-09 SCO3270  -1.2  1.40E-10
$C02402 -14 390E-11 SCO3273  -13  3.80E-24
SC02404  -1.1  1.80E-07 $C03274  -12  5.90E-22
$C02405 1.2 7.70E-09 SCO3288 1.70E-272
$C02406 -1.0 1.30E-05 SCO3289 1.30E-247
scoz2408 BB 260E-58  -1.0 7.20E-05 SCO3290 4.10E-239
SC02409 = -13  8.40E-08 5C03291 2.30E-77
$C02458 1.3 7.90E-05 SCO3327 = -1.5 5.80E-36 | -1.5 9.30E-13
5C02469  -1.0  2.10E-17 5C03328 14 320E26  -14 9.00E-12
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Tabla A21. Genes subexpresados en el analisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SCO3329 al SCO5723.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas

log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj

5€03329 | -1.4  190E-16 -1.1  1.90E-07 | SCO4719 11 1.30E-09

5€03412 <15 | 2.70E-15 | 504720 1.8 3.20E-08

5C03442 1.1 1.10E-07 | 5CO4721 1.7 | 1.10E-13

5C03463 -1.1  6.40E-06 5€04730 12 1.50E-13

5€03508 12 2.00E-05 | 5C04768 -1.1  1.10E-22

5C03532 1.4  8.00E-03 | SCO4772 | <16 5.10E-33 [1=16 | 2.30E-12

5€03547 -15 | 6.20E-19 [ SCO4789 -1.2  3.00E-15

5C03548 -1.0  2.00E-14 | SC04793 [EZAMN 2.40E-94

5€03578 | -13 | 4.30E-39 | <16 | 8.50E-17 | SC04859 = -1.4  5.50E-16

5€03579 | -1.7 | 1.90E-78 |2 7.50E-31 | SCO4868 -1.0  9.00E-09

5C03630 -1.1  2.00E-07 | Sco4833 2 1.80E-101

5€03712 | -1.4  6.80E-33 SC04884 12 1.90E-25

5€03713 - 4.10E-46 504903 = -1.4  1.70E-23

5€03714 4.00E-172 SC04908  -1.2  4.30E-38

5€03814 -1.2  1.00E-13 $C04910 = -1.3  1.10E-15

5€03897 1.1 1.10E-04 | SC04920 | -1.5  1.40E-55  -1.1  2.00E-09

5€03943 | -1.4 | 1.40E-10 5€04997 1.0 1.30E-05

5C03956 -1.2  4.40E-20 SC05014 | -1.4  1.40E-31

5€03988 -13  9.20E-04 | 5CO5015 = -1.3  5.60E-17

5€04000 -1.2  1.50E-11 5€05031 12 2.50E-08

sco4002 [l 9.20E-32 SCO5063 -1.0  4.30E-08

5C04004 = -1.4  6.00E-03 SC05100  -1.2  7.20E-27 | -14  4.20E-19

5C04005 1.2 2.60E-22 S€05101 = -13  2.90E-35 = -13  1.20E-14

5€04053 | -1.4 | 5.70E-17 SC05104 1.1  1.40E-26

5C04184 -1.1  1.60E-26 SC05123 ~ -1.3  2.10E-29 - 8.20E-31

5€04190 -1.0  1.80E-19 SC05124 12 4.70E-22 2.50E-28

Sc04226 47| 1.30E-47 Sco5137  -1.3  1.10E-24

sco4227 (8220 3.10e-66 SN 7.20E-20 | SCO5147 -1.1  5.70E-27

5C04239 | -14  7.70E-38 SC05175 1.2 1.80E-19

5€04251 13 4.00E-07 | SCO5176 -1.1  5.80E-27

5C04301 | -1.3 | 5.30E-37 SC05177 | -1.4  1.10E-37

5C04317 | -14  2.10E-29 5C05248 1.0 1.00E-11

504332 -12  1.40E-27 5€05272 =Rl 130611

5€04335 | -1.5  2.30E-19 | -1.4  8.50E-11 | Sco5311 [Nl 2.70E-26

5€04370 -1.1  1.00E-03 | SCO5338 14 2.60E-02

5€04399 I 120:-41 | scO5350 -1.5  9.00E-11

5C04408 | -1.3  1.40E-33 sco5351 [[F167] 9.00E-69 = -13  1.90E-17

5C04409 -1.1  6.40E-24 SC05356 -14  4.00E-11

504411 -1.0  7.30E-18 scos390 2B 2.50E-122 | -1.4  1.90E-11

sco4412 ISR 5.70t-117 BB 3.00E-24 | SCO5391 | -1.5 = 1.80E-42

5C04442 | -14  9.00E-23 | -1.7 | 1.40E-09 | SCO5396 -1.0  1.40E-37

5€04505 -15  3.00E-09 | SCO5431 -1.0  1.10E-16

5€04518 -1.4  7.00E-11 | 5CO5432 -1.0  1.80E-05

5C04522 1.1 1.50E-02 | 5CO5444 | -1.5 = 1.80E-47

5€04576 - 4.50E-63 sco5511 ~ -1.3  1.20E-35

5€04581 1.30E-91 SC05539  -1.0  2.60E-13

5C04582 | -1.7 | 7.40E-55 scos582 [E0W 7.80E-101 |~ -1.2  1.20E-09

5C04676 -1.2  3.70E-25 SC05629 | -1.5  6.60E-39

5C04677 | -1.5 = 4.60E-41 SC05632  -1.2  2.60E-32 |76 | 6.60E-11

5C04689 -12  1.10E-13 SC05636 1.2 1.10E-25

SC04690  -1.3  2.40E-10 SC05659 = -1.3  3.60E-22

5€04698 = -1.3  1.00E-03 SC05676 = -1.3  1.10E-04

5€04701 -1.0  2.30E-06 | SCO5680 = -1.3  3.30E-10

5€04716 -1.0  1.70E-06 | 5C05723  -1.2  1.10E-29
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Tabla A22. Genes subexpresados en el andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs
control. Genes del SCO5768 al SCO7802 y el SCP2.01.

Gen 36 horas 48 horas Gen 36 horas 48 horas
log2FC padj log2FC padj log2FC padj log2FC padj

SCO5768 ~ -1.3  9.10E-23 SCO6623 -1.2  4.70E-39

SCO5775 -1.2  2.00E-06 | SCO6625 519" 4.80E-42 | -1.3  2.60E-09

$CO5810 -1.0  1.70E-23 SC06627 -1.0  6.80E-23

SCO5811 -1.2  2.00E-21 SC06628  -1.1  8.70E-05

SCO5834 | -1.6 | 2.60E-10 -1.1  4.10E-05 | SCO6647 1.20€-53 [51.7°7 1.20E-09

SCO5840 -1.0  6.80E-08 SCO6650 7.90E-34 | -1.5  3.40E-09

SC05862 | -1.6 | 2.80E-37 SCO6651 1.50E-42 = -1.4  6.00E-08

SCO5863 = -1.4  2.80E-27 SC06652 9.10E-53 | -1.7 | 1.50E-09

$C05883 16 | 1.90E-04 | SCO6653 2.20E-35

$C05884 -1.7 | 3.50E-08 | SCO6654 1.40E-20 -1.1  4.10E-07

$C05885 -1.4 | 2.00E-03 | SCO6655 6.50E-28 -1.2  1.10E-07

SCO5886 122107 1.50E-15 | SCO6749 | 1.9 | 2.60E-54  -1.3  3.10E-08

$C05887 -1.1  6.90E-05 | SCO6762 -1.3  5.90E-25

SCO5888 R 4.60E-17 | sC06794 151971 6.70E-65

SCO5889 1.7 | 4.50E-02 | SCO6795 2.00E-52

SCO5890 -15 | 2.70E-12 | SCO6796 2.70E-48

$C05891 -1.3  3.80E-07 | SCO6797 5.80E-53

SC05893 1.4 2.70E-05 | SCO6798 2.10E-43

SC05894 -1.4 | 2.50E-06 | SCO6905 = -1.3  6.50E-07

$C05896 -1.0  2.80E-08 | SCO6906 = -1.3  8.60E-33

$C05897 -1.0  1.50E-05 | SCO6908 | -1.5  1.10E-16

$C05904 1.1 6.00E-02 | SC06926 13 7.80E-07

$C05915 1.2 2.30E-06 | SCO6959 -1.1  1.50E-09

$C05978 1.7 | 2.70E-09 | SCO6960 -1.1  2.00E-20

$C06172 12  4.30E-11 | SCO6961 | -1.3  2.10E-23

SC06173 1.8 | 2.40E-13 | SCO6962  -1.1  1.20E-31

SC06174 -1.5 | 2.00E-05 | SCO7036 477 7.20€-07

SC06128  -1.1  2.70E-07 sco7079 [N 2.40E-27

SC06157 -1.1  2.60E-36 $C07085 -13  5.00E-02

$C06160 | =1.7 | 3.10E-08 $C07092 -1.4  6.60E-05

SC06161 | -1.5 | 3.10E-17 sCo7112 | -1.3  3.40E-18

SC06162  -1.2  9.80E-21 $C07207 -1.1  2.60E-08

SC06164 | -1.4  1.40E-07 $C07208 | -1.7 | 1.00E-02

SC06165 -1.1  4.10E-04 $C07226 = -1.3  3.60E-21

SCO6166 -1.2  9.40E-06 $C07227  -1.2  2.00E-15

SC06167 | -1.4  4.90E-07 $C07252 -1.2  1.30E-12

SCO06173  -1.0  2.10E-06 SC07573 Il 110525

SC06200 -1.2  3.90E-16 $C07257 | -1.4  1.70E-21

SC06208 -1.2  4.30E-17 $C07291 | -1.7 | 3.70E-28

SC06209  -1.3  2.10E-06 SCO7399  -1.2  2.90E-02

$C06210 | -1.6 | 5.60E-06 SCO7536 = -1.4  5.10E-49

$C06211 | -1.7  1.00E-13 SCO7540 -1.2  1.80E-18

$C06212 -1.0  3.00E-05 sco7573 ISR 4.40E-42

SC06235 -1.0  6.50E-07 SCO7700 -1.1  4.30E-08

$C06247 | -1.7 | 2.80E-36 $C07701 | -1.5  3.00E-13 = -12  1.30E-08

$C06248 | -1.8 | 1.20E-30 SCO7734 -1  2.30E-10

SC06323 | -1.5  1.40E-11 SCO7765 11 7.50E-11

SC06374 = -1.3  1.50E-15 sco7771 | -14 | 330E25 -1.1  1.10E-10

$C06384 -1.1  1.50E-12 5C07781 1.4 1.70E-07

SC06393 -1.1  1.60E-27 5C07787 -1.7 | 3.10E-05

SC06394 | -1.3  2.70E-31 SC07788 =21 1.00£-03

$C06403 -1.2  2.00E-03 | SCO7797 | -1.5 | 1.10E-02

SC06484  -1.1  1.70E-22 SC07798 | -1.6  9.60E-14 -1.1  2.00E-05

SC06493  -1.1  2.00E-15 5C07802 = -1.3  4.40E-10

$C06537 -1.0  3.00E-09 | SCP2.01 -3 1.10E-11
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A3 Expresion diferencial de cada uno de los metabolitos secundarios que varian en el

analisis transcripcional de la cepa Sscr1

En este apartado se muestra la expresion diferencial de cada uno de los metabolitos

secundarios que varian en el analisis transcripcional de la cepa Sscr1, logrado a través de

la comparacidon con los clusteres biosintéticos que muestra el programa antiSMASH

https://antismash.secondarymetabolites.org/ (Blin et al., 2021). En las tablas se muestra

el nombre del gen, el producto y cambio en la log2FC a las 36 y 48 horas.

Tabla A23. Genes del andlisis transcripcional de las cepas Sscr1 vs control, que convergen
con los genes del cluster biosintético del Isorenierateno.

36 48
Gen Nombre Tipo de gen producto _horas horas
Log2FC Log2FC

SC00179 SCJ1.28¢ Gen biosintético adicional Posible deshidrogenasa que contiene zinc -1.4
SC00180 SCJ1.29¢ Otro gen Proteina hipotética conservada -1.3
5C00181 SCJ1.30c Otro gen Proteina hipotética -1.2
5€00182  SCJ1.31c Otro gen Proteina hipotética [ 22 |
SC00183 5CJ1.32 Otro gen Desoxirribopirimidina fotoliasa 13
SC00184 SCJ1.33 Otro gen Proteina hipotética conservada 1.0
5C00192 SCJ12.04c Gen biosintético adicional Posible oxidorreductasa 1.0
SC00193 SCJ12.05¢ Otro gen Regulador transcripcional de la familia Merr 1.1
5C00194 SCJ12.06 Gen regulador Factor sigma putativo 1.3
SC00195 SCJ12.07 Otro gen Posible lipoproteina
SC00200 SCJ12.12¢ Otro gen Proteina hipotética conservada -1.1
SC00201 SCJ12.13c¢ Otro gen Posible proteina de membrana integral -1.2 -1.2

Tabla A24. Genes del analisis transcripcional de las cepas Sscr1 vs control, que convergen
con los genes del cluster biosintético coelichelina.

36 48
Gen Nombre Tipo de gen producto horas horas
Log2FC Log2FC
SC00473 SCF76.13¢  Gen relacionado con el Proteina de unidn al sustrato del sistema de 1.0
transporte transporte de zinc/manganeso :
5C00489 SCF34.08¢ Gen biosintético Proteina hipotética conservada -
adicional
SC00490 SCF34.09 Gen biosintético Posible esterasa 13
adicional ’
SC00491 SCF34.10c  Gen relacionado con el Probable proteina transmembrana 14
transporte transportadora ABC :
SC00492 SCF34.11c Gen biosintético Probable péptido sintetasa 15
central :
SCO0494 SCF34.13c  Gen relacionado con el  Probable lipoproteina de unién a sideréforo de 17
transporte hierro :
SC00495 SCF34.14c  Gen relacionado con el Probable proteina de unién a ATP del 11
transporte transportador ABC del sideréforo de hierro ’
SC00498 SCF34.17¢ Gen biosintético Probable péptido monooxigenasa 1.0 11
adicional ’ :
SC00499 SCF34.18 Gen biosintético Posible formiltransferasa -
adicional
SC00501 SCF34.20c Otro gen Supuesta proteina secretada 13
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Tabla A25. Genas del analisis transcripcional de las cepas Sscr1 vs control, que convergen
con los genes del cluster biosintético ectoina.

36 48
Gen Nombre Tipo de gen producto _horas  horas
Log2FC Log2FC
SC01862  SCI39.09¢ Otro gen Proteina hipotética
SC01864 ectA Otro gen L-2,4-diaminobutirico acido acetiltransferasa
SC01865 ectB Gen biosintético adicional Diaminobutirato--2-oxoglutarato aminotransferasa
5C01866 ectC Gen biosintético central L-ectoina sintasa
SC01867 ectD Otro gen Ectoina hidroxilasa
SCO1868  SCI39.15¢  Gen biosintético adicional Proteina hipotética conservada
SCO1869  SCiI39.16¢ Otro gen Proteina hipotética conservada

Tabla A26. Genes del andlisis transcripcional de las cepas Sscr1 vs control, que convergen
con los genes del cluster biosintético del CDA.

36 48
Gen Nombre Tipo de gen producto _horas  horas
Log2FC Log2FC
SC03215 SCE8.08c Gen biosintético adicional Proteina hipotética
SC03217 cdaR Gen regulador Posible regulador transcripcional
SC03218 SCE8.11c Gen biosintético adicional Proteina hipotética conservada pequefia
SC03219 SCE8.12c Otro gen Supuesta lipasa (supuesta proteina secretada)
SC03220 SCE8.13c Otro gen Supuesta proteina secretada
SC03221 SCE8.14c Otro gen Prefenato deshidrogenasa
SC03222 SCE8.15c Otro gen Supuesta proteina secretada
SC03227 SCE63.06 Gen biosintético adicional (S)-3,5-dihidroxifenilglicina transaminasa
SC03228 SCE63.05 Otro gen Probable glicolato oxidasa
SC03229 SCE63.04 Otro gen acido 4-hidroxifenilpiravico dioxigenasa
SC03230  cdaPSl Gen biosintético central CDA péptido sintetasa |,
SC03231  cdaPS2 Gen biosintético central CDA péptido sintetasa Il
SC03232  CdaPS3 Gen biosintético central CDA péptido sintetasa Ill
5C03233  SCE29.0 Gen biosintético adicional Probable hidrolasa
5€03234 hasP Gen biosintético adicional Posible fosfotransferasa
SC03235 SCE29.04c Gen relacionado con el transporte Posible transportador ABC
5C03236 asnO Otro gen L-asparagina oxigenasa
SC03237 SCE29.06¢ Otro gen Proteina hipotética
SC03238 SCE29.07c Otro gen Proteina hipotética
SC03239 SCE29.08c Otro gen Proteina hipotética conservada
SC03240 SCE29.09¢ Otro gen Proteina hipotética
SC03241 SCE29.10c Otro gen Posible isomerasa
SC03242 SCE29.11c Otro gen Posible transferasa
SC03243 SCE29.12c Otro gen Posible mioinositol fosfato sintasa
5C03244 SCE29.13c Otro gen Supuesta proteina secretada
5C03245 SCE29.14c Gen biosintético adicional Posible salicilato hidroxilasa
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5C03246
5C03247
5C03248
5C03249

fabH2
SCE29.16¢

FabF3
SCE29.18¢

Gen biosintético adicional
Gen biosintético adicional
Gen biosintético adicional

Gen biosintético adicional

3-oxoacil-[proteina portadora de acilo] sintasa

3-oxoacil-[proteina portadora de acilo] sintasa Il

1
Posible acil CoA oxidasa

Probable proteina portadora de acilo

Tabla A27. Genes del analisis transcripcional de las cepas Sscr1 vs control, que convergen
con los genes del clister biosintético de la ACT.

36 48
Gen Nombre Tipo de gen producto _horas _horas
Log2FC Log2FC
SCO5057 SCK7.30c Gen biosintético adicional Posible aminoécido permeasa -
SCO5063 SCBAC20F6.06¢ Otro gen Proteina hipotética -1.0
SCO5065 SCBAC20F6.08c Gen regulador Posible regulador transcripcional
SCO5066  SCBAC20F6.09 Otro gen Posible betalactamasa
SC05069  SCBAC20F6.12 Gen biosintético adicional Posible oxidorreductasa
SCO5070 SCBAC20F6.13c Otro gen ORFB hidroxilacil-CoA deshidrogenasa
SCO5071  SCBAC20F6.14c Otro gen Biosintesis de actinorrodina proteina
actVA
SC05072 ORF1 Gen biosintético adicional Hidroxilacil-CoA deshidrogenasa
5C05073 ORF2 Gen biosintético adicional Posible oxidorreductasa
SCO5074  SCBAC20F6.17 Otro gen Posible deshidratasa
SC05075 oRF4 Gen biosintético adicional Posible oxidorreductasa
SC05076 actVA1 Gen relacionado con el transporte Proteina de membrana integral
SC05077 actVA2 Otro gen Proteina hipotética
SC05078 actVA3 Otro gen Posible proteina
SC05079 actVA4 Gen biosintético adicional Proteina hipotética
5C05080 actVA5 Gen biosintético adicional Monooxigenasa dependiente de flavina
de dos componentesa NcnH
SC05081 actVA6 Otro gen Gen biosintético de actinorrodina
SC05082 actll-1 Gen regulador Supuesta prote.:mz.a reguladora
transcripcional
SC0O5083 actll-2 Gen relacionado con el transporte  Supuesto transportador de actinorrodina
SC05084 actll-3 Gen biosintético adicional Supuesta proteina de membrana
SCO5085  actll-ORF4 Gen regulador Proteina activadora de grupos de
actinorrodina
SC05086 actlll Gen biosintético adicional Cetoacil reductasa
SC05087  actiORF1 Gen biosintético central Subunidad alfa de a beta-cetoaci
sintasa de policétido de actinorrodina
SC05088 act/lORF2 Gen biosintético central . Subunidad l?etal d.e la beta—.cetoaall
sintasa del poliquétido de actinorrodina
SCO5089  actlORF3 Gen biosintético adicional Actinorrodina policétido sintasa
acp; Proteina transportadora de acilo
$C05090 actvii Gen biosintético adicional Actinorrodina policétido sintasa
bifuncional ciclasa/deshidratasa
SC05091 actlV Gen biosintético adicional Ciclasa
$€05092 actva Gen biosintético adicional Policétido de actinorrodina posible
dimerasa
SC05093 ORF7 Otro gen Supuesta proteina del minicirculo
SC05094 ORF8 Gen biosintético adicional Supuesta metiltransferasa
SCO5096  SCBAC28G1.22¢ Gen regulador Pertenece a la familia reguladora
transcripcional LysR
Posible proteina reguladora de la familia
SCO5100 SCBAC28G1.26 Gen regulador -1.2 -1.4

gntR
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SCO5101 SCBAC28G1.27 Otro gen Proteina hipotética conservada -1.3 -1.3
SC05104  SCBAC28G1.30 Otro gen Proteina hipotética -1.1

Tabla A28. Genes del analisis transcripcional de las cepas Sscr1 vs control, que convergen
con los genes del clister biosintético Albaflavenona.

36 48
Gen Nombre Tipo de gen producto _horas  horas
Log2FC Log2FC
SC05215  SC7E4.12 Otro gen Proteina hipotética
5C05216 sigR Gen regulador RNA polimerasa factor sigma-70
SC05222 cycl Gen biosintético central Posible liasa
SC05223  SC7E4.20  Gen biosintético adicional Supuesto citocromo P450
SC05228  SC7E4.25c Otro gen Posible acetiltransferasa

Tabla A29. Genes del andlisis transcripcional de las cepas Sscrl vs control, que convergen
con los genes del cluster biosintético del pigmento de esporas.

36 48
Gen Nombre Tipo de gen producto _horas  horas
Log2FC Log2FC
SC05285 lon Otro gen Proteasa dependiente de ATP
SC05286  SCCB12.10c Otro gen Supuesta hidrolasa secretada
SCO5288 SCCB12.12¢ Otro gen Proteina hipotética
SCO5305 5C6G9.28 Otro gen Posible lipoproteina
SCO5309  SC6G9Y.24c Otro gen Proteina hipotética
SC05311 5C6G9.22 Otro gen Supuesta proteina secretada;
SC0O5314 5C6G9.19 Gen biosintético adicional Proteina hipotética
SC05328 SC6G9.05 Otro gen Supuesto pseudogen transposasa
SC05338 pra2 Otro gen Probable proteina reguladora -1.4
SCO5340 SCBAC5H2.09 Otro gen Proteina hipotética
SC0O5341 SCBAC5H2.10 Otro gen Proteina spdA2
SC05342 SCBAC5H2.11 Otro gen Proteina spdB2
SC05346 SCBAC5H2.15 Otro gen Proteina hipotética -1.4
SCO5350 SCBAC5H2.19 Otro gen Proteina hipotética -1.5
SC05351 SCBAC5H2.20 Gen regulador Posible proteina reguladora -1.6 -1.3
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Tabla A30. Genes del andlisis transcripcional de las cepas Sscr1 vs control, que convergen

con los genes del cluster biosintético de la RED.

" 36 48
N T t
Gen ombre ipo de gen producto horas horas
Log2FC Log2FC
505878 RedX Gen biosintético . i de beta-cetoacil-ACP sintasas | 1
adicional
5C05883 redU Gen biosintético Proteina hipotética 16
adicional
SC05884 SC3F7.04c otro gen Proteina hipotética -1.7
SCO5885 SC3F7.05¢ otro gen Supuesta proteina de membrana -14
SC05886 RedR Gen biosintético 3-oxoacil-ACP sintasa -
adicional
SCO5887 RedQ Gen biosintético Probable protema.transportadora de 11
central acilo
505888 fabH3 Gen biosintético 3-oxoacil-ACP sintasa Ill
adicional
Gen biosintético . o
SCO5889 RedO central Proteina transportadora de péptidos -1.7
SCO5890 RedN Gen l:;o:tlratlet'lco 8-amino-7-oxononanoato sintasa -1.5
SC05891 redM Gen biosintético L-prollna---[prote{na tl.'ansportadora 13
central de I-prolilo] ligasa
5C05893 RedK Gen biosintético Oxidorreductasa 1.4
adicional
505894 Red) Gen biosintético Tioesterasa 1.4
adicional
SCO5896 RedH Gen b|.0.5|ntet'|co Prodlglosma/.undecnprod|g|05|na 1.0
adicional sintetasa
SC05897 redG otro gen Supuesta oxidasa -1.0
SCO05904  SC10A5.09¢ otro gen Proteina hipotética -1.1
SC0O5909 SC10A5.14 otro gen Proteina hipotética -1.4

Tabla A31. Genes del analisis transcripcional de las cepas Sscr1 vs control, que convergen

con los genes del cluster biosintético de la geosmina.

Gen Nombre Tipo de gen producto
SCO6075  SC9B1.22c otro gen Proteina hipotética conservada
SCO6076  SC9B1.23 Gen biosintético adicional Posible dipeptidasa
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Tabla A32. Genes del andlisis transcripcional de las cepas Sscr1 vs control, que convergen
con los genes del cluster biosintético enduracina.

Gen Nombre Tipo de gen producto h:rsas h:rsas
SC06222  SC2H4.04c  Gen biosintético adicional Aminotransferasa 1.2
SC06223  SC2H4.05 Gen regulador Proteina hipotética conservada
SC06224  SC2HA4.06¢ otro gen Proteina secretada
SC06225  SC2HA4.07c otro gen Proteina secretada

Tabla A33. Genes del andlisis transcripcional de las cepas Sscr1 vs control, que convergen
con los genes del cluster biosintético de la coelimicina P1.

36 48
Gen Nombre Tipo de gen producto horas horas
Log2FC  Log2FC
SC06265 SCAH10.30c Gen regulador Proteina de unién a gamma-
butirolactona
5C06266 SCbA Gen biosintético central Proteina ScbA
SC06267 SCAH10.32 Otro gen Proteina hipotética
SC06268 SCAH10.33c Gen regulador Posible histidina quinasa
SC06269 SCAH10.34c Otro gen Supuesta subunidad beta de la
oxidorreductasa
SC06270  SCAH10.35¢ Otro gen Posible subunidad alfa de
oxidorreductasa
SC06271 accAl Gen biosintético adicional Probable complejo acil-CoA carboxilasa
5C06272 5C2C4.02 Gen biosintético adicional Posible proteina de unién a FAD
SC06273  SC2C4.03c Gen biosintético central Probable policétido sintasa de tipo |
SC06274  SC2C4.04c Gen biosintético central Probable policétido sintasa de tipo |
SC06275  SC1G7.01c Gen biosintético central Probable policétido sintasa de tipo |
SC06276  SC1G7.02 Gen biosintético adicional Supuesta proteina secretada
SC06277  SC1G7.03 Gen biosintético adicional Posible epdxido hidrolasa
SCO6278  SC1G7.04 Gen relacionado con el Posible proteina de. transporte de
transporte membrana integral
SC06279  SC1G7.05 Gen biosintético adicional >-hidroxidodecatetraenal 1-
aminotransferasa
SC06280  SC1G7.06 Gen regulador Posible proteina reguladora
5C06281 5C1G7.07 Gen biosintético adicional Probable proteina de unién a FAD
SC06282  SC1G7.08¢ Gen biosintético adicional Probable 3-oxoacil-[proteina
transportadora de acilo] reductasa
SC06283 SC1G7.09 Otro gen Proteina hipotética conservada
5C06284 5C1G7.10 Gen biosintético adicional Probable descarboxilasa
SC06285  SC1G7.11 Otro gen Proteina hipotética
SC06286  SC1G7.12¢ Otro gen Supuesta proteina reguladora
506287 scoT Gen biosintético adicional Tioesterasa Il
SC06288  SC1G7.14 Gen regulador Probable proteina reguladora
SC06289 SCBAC8D1.02 Gen biosintético adicional Supuesta oxidorreductasa secretada
SC06290 SCBAC8D1.03 Otro gen Proteina hipotética
SC06291 SCBAC8D1.04 Gen biosintético adicional Subunidad alfa de la D-hidroxiprolina

deshidrogenasa
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Tabla A34. Genes del andlisis transcripcional de las cepas Sscr1 vs control, que convergen
con los genes del cluster biosintético nogalamicina.

36 48
Gen Nombre Tipo de gen producto _horas  horas
Log2FC Log2FC
SC06420 SC1A6.09c Otro gen Proteina de union al DNA
SC06421  SC1A6.10 Gen regulador Probable quinasa sensora del sistema de dos
componentes
SC06422 eCrE2 Gen regulador Probable proteina reguladora del sistema de dos
componentes

SC06423 SC1A6.12c Otro gen Lipoato-proteina ligasa
SC06425  SC1A6.14 Gen regulador Proteina hipotética
SCO6446  SC9B5.13 Otro gen Proteina hipotética
SC06447  SC9B5.14c Otro gen Posible NAD(P)H oxidorreductasa
S5C06448  SC9B5.15 Gen regulador Regulador transcripcional tipo AraC
SCO6451  SC9B5.18 Gen relacionado con el Proteina de union al su’stréto de|’5|stema de

transporte transporte de péptidos/niquel
SCO6452  SC9B5.19 Gen relacionado con el Proteina permeas? d.eI S|ste,ma de transporte de

transporte péptidos/niquel
SC06453  SC9B5.20 Gen relacionado con el Permeasa de transporte probable

transporte
SCO6454  SC9B5.21 Gen relacionado con el Sistema de tran’sporte dg Pepndos/mquel

transporte Proteina de union atp
SCO6455  SC9B5.22 Gen relacionado con el Sistema de tran,sporte dg Pepndos/mquel

transporte Proteina de unién atp
SCO6456  SC9B5.23c Otro gen Probable proteina hidrolitica

Tabla A35. Genes del analisis transcripcional de las cepas Sscr1 vs control, que convergen
con los genes del cluster biosintético Sap B.
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Gen Nombre Tipo de gen producto _horas _horas
Log2FC Log2FC

SCO6679 SC5A7.29¢ Otro gen Proteina hipotética

SCO6682 SC5A7.32 Gen biosintético adicional Proteina hipotética

S5C06684 ramA Gen relacionado con el Supuesto Transportador ABC

transporte
SCO6685 ramR Gen regulador Regulador de respuesta del sistema de dos

componentes

Tabla A36. Genes del analisis transcripcional de las cepas Sscr1 vs control, que convergen
con los genes del cluster biosintético hopeno.
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Gen Nombre Tipo de gen producto horas
Log2FC
SCO6762 SC6A5.11  Gen biosintético adicional Posible fitoeno deshidrogenasa -1.3
SCO6764 SC6A5.13 Gen biosintético central Probable escualeno-hopeno ciclasa
SCO6765 SC6A5.14 Otro gen Supuesta lipoproteina
SCO6766 SC6A5.15  Gen biosintético adicional Proteina hipotética
SCO6767 ispG1 otro gen (E)-4-hidroxi-3-metilbut-2-enil-difosfato sintasa
SCO6768 dxsl Gen biosintético adicional 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa
SCO6769 SC6A5.18  Gen biosintético adicional Ornitina--oxo-acido transaminasa
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