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RESUMEN (en Inglés)

Despite the fact that most industrial processes for secondary metabolite production are
performed with submerged cultures, a reliable developmental model for Streptomyces under
these culture conditions was lacking. With the exception of a few species which sporulate under
these conditions, it was assumed that no morphological differentiation processes take place. In
this thesis, we describe new developmental features of Streptomyces growing in liquid cultures
and integrate them into a developmental model analogous to the one previously described for
solid sporulating cultures. We also discovered by first time in Streptomyces the mycelial
structure producing secondary metabolites.

In addition, we compare the proteomes and transcriptomes of the different developmental
stages in liquid and solid S. coelicolor cultures. We demonstrate that differentiation in S.
coelicolor liquid cultures is comparable to solid cultures. The most remarkable differences
between solid and liquid cultures were associated with the final stages of hyphae
compartmentalization and spore formation, but not those involved in the onset of differentiation
and secondary metabolite production.

We also used transcriptomics and high-throughput quantitative proteomics to analyse genes
and proteins involved in Streptomyces cell death. We demonstrated that this process involves
the induction of specific proteins and genes, fulfilling the characteristics of a programmed cell
death (PCD). Results gave us a new perspective about Streptomyces development in which
PCD would be part of a competence-like process essential for the differentiation of a
reproductive phase (k-state) producing antibiotics and spores. We hypothesize about the
biological meaning of Streptomyces PCD, as a process in which differentiated hyphae would
become competent and would take free DNA fragments released by dying cells. This, in
conjunction with the vast recombination and transposition activities induced during PCD would
suppose an extraordinary ecologic advantage generating a huge genetic variability in spores in
an analogous way to eukaryotic meiosis.
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I. INTRODUCCION

I.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENERO STREPTOMYCES

Streptomyces pertenece a la familia Streptomycetaceae y al orden de los
Actinomicetales (Garrity et al., 2007, Lilburn y Garrity 2004). Los actinomicetos fueron
descubiertos a finales del siglo XIX como los organismos productores de compuestos a
los que son sensibles los causantes de algunas enfermedades mortales como la lepra o
la tuberculosis (Hansen, 1874; Koch, 1982, citado por Hopwood, 2007). Este orden,
engloba bacterias filamentosas, miceliales, gram-positivas (Christian Gram, 1884),
aerobias, capaces de utilizar un gran nimero de compuestos organicos como fuente de
carbono y energia. Estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza, siendo el suelo su
habitat mas comun, donde contribuyen a los ciclos biogeoquimicos de degradacién de
la materia organica.

Actualmente hay caracterizadas mas de 500 especies

(http://www.bacterio.cict.fr/s/streptomycesb.html). El primer Streptomyces descrito

data del afio 1875 (Cohn 1875, citado por Hopwood, 2007). Y nombrado asi (hongo
enrollado), tras la clasificacién del grupo de los Actinomycetales realizada por
Waksman y Henrici en 1943. En ese mismo afo, el estudiante de doctorado Albert
Schatz abordd el reto de la busqueda de un antibiético para combatir la tuberculosis.
Trabajé sdélo, en un laboratorio instalado en un sétano en el Cook College en la
Universidad de Rutgers (New Jersey). El 19 de octubre de 1943 aislé dos cepas de
Streptomyces griseus que podian detener el crecimiento de ciertas bacterias
resistentes a la penicilina debido a la produccién de estreptomicina. El alto poder
antibiético de la estreptomicina contra Mycobacterium tuberculosis se considerd de
tal importancia que en 1952 se le otorgd a Selman Waksman, supervisor del trabajo de
Schatz, el premio Nobel de medicina. Durante las siguientes décadas, (especialmente
entre los afios 1950 y 1980), se descubrieron muchos antibidticos en diversas especies
de actinomicetos (la llamada “Edad de Oro” de los antibidticos), convirtiéndose éstos
en el grupo de microorganismos mas utilizados en la industria farmacéutica (Hopwood,
2007).

Desde el punto de vista biotecnolégico, la importancia de estos

microorganismos radica en su capacidad de producir una gran diversidad de
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metabolitos secundarios, la mayoria de ellos con actividad biolégica. Dentro de estos
metabolitos secundarios se encuentran desde antibidticos y antitumorales hasta
inmunosupresores o antifungicos. Las bacterias del género Streptomyces son
productoras de mas de la mitad de los antibidticos de interés en biomedicina y
agricultura. La mayoria de las especies de Streptomyces producen geosmina (del
griego; “aroma de la tierra”), un metabolito secundario responsable de su tipico olor a
tierra mojada. Ademas, se ha comprobado que ciertos gusanos son atraidos por esta
sustancia, por lo que parece que las esporas de Streptomyces podrian estar adaptadas
tanto para la dispersién aérea como zoogénica (Hopwood, 2007).

Los estreptomicetos también son productores de gran cantidad de enzimas
extracelulares de interés en el sector industrial, entre las que destacan proteasas
(Henderson et al., 1987), celulasas, nucleasas, amilasas (Long et al., 1987), lipasas

(Jiménez et al., 1987), quitinasas y xilanasas (Morosoli et al., 1986).

1.2. CICLO DE VIDA DE STREPTOMYCES

1.2.1. CICLO DE VIDA TRADICIONAL

El habitat principal de Streptomyces es el suelo (Hagedorn, 1976), aunque
existen especies capaces de habitar el agua dulce o marina (Cross, 1981) y el aire
(Lloyd, 1969). Unas pocas son patdgenas de plantas y animales (Bouchek-Mechiche et
al., 2006; Quintana et al., 2008), aunque se han encontrado cepas en pulmones de
pacientes con infecciones crénicas (Manteca et al., 2008) o inmunodeprimidos tras un
postoperatorio (Manteca et al. 2009).

Streptomyces es capaz de utilizar como fuente de carbono azlcares,
polisacaridos, alcoholes, acidos organicos, aminodcidos y compuestos aromaticos
(Williams et al., 1983). Su habilidad para colonizar el suelo se debe principalmente a la
capacidad de formar esporas resistentes a la sequedad que en muchos casos se da en
dicho sustrato. Las esporas pueden permanecer latentes en el suelo varias décadas
hasta que las condiciones ambientales proporcionen la humedad y los nutrientes
necesarios para que éstas germinen.

Los estreptomicetos presentan un ciclo de vida complejo que implica procesos
de diferenciacién morfoldgica y fisioldgica. Estas bacterias son capaces de colonizar

sustratos relativamente secos con restos de materia organica, formando una red de



I.INTRODUCCION

hifas ramificadas que dan lugar al llamado micelio sustrato. Estas hifas obtienen los
nutrientes de la degradacidon del material orgdnico insoluble gracias a numerosas
enzimas hidroliticas (Chater, 1984). De forma clasica, se describe cdmo las zonas del
micelio sustrato mas alejadas de la fuente de nutrientes empiezan a acumular
sustancias de reserva (lipidos, glucégeno,...), hasta que en un determinado momento y
debido a la carencia de nutrientes, se reciben una serie de sefiales que disparan la
expresion de genes implicados en la formacién del llamado micelio aéreo. Se produce
asi, el desarrollo de las hifas aéreas que emergen desde el micelio sustrato, se
desarrollan en el aire, y forman cubiertas hidrofdbicas en su superficie. Estas hifas se
van a nutrir de los productos de degradacién del micelio sustrato, y en una segunda
etapa van a sufrir un proceso de enrollamiento, formacién de septos y engrosamiento
de la pared celular para dar lugar a cadenas de esporas uninucleares, que se liberaran
al medio y en las condiciones adecuadas, germinaran y desarrollaran un nuevo micelio
sustrato (Figura 1). Ambos micelios, sustrato y aéreo son multinucleados, siendo las
esporas la Unica fase uninucleada (Claessen et al., 2006; Flardh y Buttner, 2009).

A pesar de que el ciclo de desarrollo de Streptomyces se ha estudiado
fundamentalmente en medio sélido, la mayoria de las fermentaciones industriales se
realizan en cultivos liquidos (grandes biorreactores), condiciones en las cuales no hay
procesos de esporulacién ni formacidn de las cubiertas hidrofébicas; por lo que se
asumia que no habia diferenciacion. En consecuencia, los metabolitos secundarios
serian producidos por el micelio sustrato (Stocks y Thomas, 2001; Denser et al., 2002;

Denser et al., 2004).
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Fig.l.1. (a) Ciclo de desarrollo de Streptomyces en cultivos de sélidos; (b) Estructura
transversal de la capa de micelio (adaptado de Kieser et al., 2000).
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1.2.2. UN NUEVO MODELO DE DESARROLLO

En los ultimos afios nuestro grupo de investigacién ha realizado un analisis
detallado del ciclo de diferenciacion de Streptomyces en cultivos sélidos (en placa),
condiciones en las cuales Streptomyces sufre un proceso de diferenciacién que
conduce a la formacion de esporas (Véase apartado anterior y Fig. |.1). Para ello se han
utilizado colorantes fluorescentes de viabilidad y membranas, indicadores
fluorescentes de actividad celular, microscopia de fluorescencia confocal y diversos
marcadores bioquimicos de muerte celular (nucleasas, aminoacidos libres, y liberacién
del enzima citosélico hexoquinasa al medio extracelular), crecimiento (peso y proteina)
y diferenciacion (produccidn de antibiético). Con todo esto, se descubrié la existencia
de un micelio joven totalmente compartimentalizado (MI) que se muere
tempranamente siguiendo un patrén muy ordenado que conduce a la alternancia de
segmentos vivos y muertos en la misma hifa (Manteca et al., 2005a, b; Manteca et al.,
2006a). Posteriormente, los segmentos de este M| que permanecian viables
comienzan a alargarse y crecer como un micelio multinucleado (MIl). En cultivos
sélidos existen dos tipos de MIl en funcidn de la ausencia (desarrollo temprano) o la
presencia (desarrollo tardio) de las cubiertas hidrofdbicas caracteristicas de las hifas
aéreas (Manteca et al., 2007). El llamado micelio sustrato (vegetativo) en el ciclo de
desarrollo tradicional se corresponde con el MIl multinucleado temprano que carece
de las cubiertas hidrofdbicas (Manteca et al., 2007) (Fig.1.2). Se ha propuesto que el Ml
compartimentalizado es el auténtico micelio vegetativo de Streptomyces en los suelos
naturales (Manteca y Sanchez, 2009b), y que los MIl temprano (sustrato) y tardio
(aéreo) deberian ser considerados como parte de la misma fase reproductiva, dado

gue ambos estan destinados a la esporulaciéon (Manteca y Sanchez, 2009b).



I.INTRODUCCION

SOLIDO
I\/III

\.MII

" ESPORAS /
OOQ——-—hId Obicas

ESPORAS

Fig.l1.2. Ciclo de desarrollo de S. coelicolor en cultivos sélidos (esporulantes) Panel
superior: esquema ilustrando los diferentes tipos de micelio (Ml y Mll). Se muestra la
nomenclatura cldsica de micelio sustrato y aéreo, asi como las cubiertas hidrofdbicas
del micelio aéreo. MCP; muerte celular programada Panel inferior: Imagenes de
microscopia laser confocal mostrando los septos (flechas) de los diferentes tipos de
micelio tefidos con el colorante de membranas FM4-64, en el caso del MI, o el
colorante de pared celular WGA en el caso del Mll y las esporas.

1.2.3. RUTAS BIOQUIMICAS REGULANDO LA DIFERENCIACION DE STREPTOMYCES

Tal como se comenté arriba, el ciclo de desarrollo tradicional se ha centrado
principalmente en las fases de esporulacion que tienen lugar en cultivos sélidos (Fig.
1). Los analisis de cepas mutantes bloqueadas en diferentes estadios de esporulacién o
formacidn de cubiertas hidrofdébicas han conducido al descubrimiento de los genes que
regulan estos procesos: los genes “bald”, cuya mutacion implica la ausencia de micelio
aéreo (“calvo”), regulan la activacién de la “sky-pathway” que controla la produccién
de las proteinas que formaran las cubiertas hidrofdbicas del micelio aéreo (rodlinas,
chaplinas, ramS); a continuacién se activan los llamados genes “white”, cuyos
mutantes son defectivos en las fases de esporulacidn (se mantienen en fase de micelio

aéreo, caracterizado por un color blanquecino); finalmente, tiene lugar la fase de
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septacion y de formacion de esporas (revisado en Claessen et al., 2006; Flardh y
Buttner, 2009). Los procesos de germinacién de Streptomyces han sido muy poco
estudiados. Recientemente se ha caracterizado una proteina (NepA) que forma parte
de las cubiertas de las esporas, y contribuye a mantener el estado de dormancia de las
mismas (de Jong et al., 2009); Noens et al., (2007) han caracterizado SsgA como la
proteina que marca los sitios de germinacion; aunque aun falta mucho por entender
sobre la germinacion de Streptomyces (Fig.l.3).

En el contexto del ciclo de desarrollo tradicional, las rutas biomoleculares que
regulan las fases de pre-esporulacién en Streptomyces (Fig.l.2) han sido ignoradas. Tal
como se detalla en “Objetivos”, la caracterizacién de estas rutas biomoleculares
(“transicion MI-MII”, y activacion de la produccion de metabolitos secundarios)

(Fig.1.3), es uno de los objetivos principales de esta tesis doctoral.

B Vegetativo o Reproductivo R
Germinacion S MII Ml Ml i
esporas__ ML___ Ereej)o'" ulante  gsporulante  esporulado

1
, @ %OO
' MCP Seﬁales medloamblenlales,SQHales extracelulares
L e —
Voo \. , ~ o Ftsz ParB
1 - > DivivA Els';
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+ GERMINACION _ _ _ _ . '1.0'?1’"_‘3'QNEE_TAEOL'TES_SEEUED_AR'_O? Mrre
- CULTIVOS LiQUIDOS (BIORREACTORES) * ESPORULACION

Fig.l.3. Principales rutas bioquimicas regulando los procesos de diferenciacién de
Streptomyces. Se muestran las rutas biomoleculares bien caracterizadas y que estan
implicadas en la formacién de cubiertas hidrofébicas (“bald”, “sky”) y esporulacion (“whi”
e implicados en septacion). La regulacion de la diferenciacion de las fases pre-
esporulantes, diferenciacién de Ml a Ml (“transicion MI/MII”), que activa la produccion de
metabolitos secundarios en biorreactores industriales, sera uno de los objetivos
principales de esta tesis doctoral.
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DIFERENCIACION Y PRODUCCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS.

1.3.1. EL ORIGEN DE LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA EN EUCARIOTAS.

Algunos autores han considerado que las bacterias de ciclo de vida complejo en
general, y los estreptomicetos en particular, son el origen evolutivo de algunos de los
dominios proteicos implicados en los procesos de apoptosis o muerte celular
programada (MCP) (Koonin y Aravind, 2002), constituyendo estas bacterias un modelo
sencillo en el que estudiar ese importante fendmeno. Las AP-ATPasas (ATPasas
apoptéticas) son reguladores de la MCP que interaccionan con las caspasas formando
el apoptosoma (citado en Koonin y Aravind, 2002), y abundan significativamente en
Streptomyces y otras bacterias con ciclos de vida complejos, desde donde podrian
haber pasado a los eucariotas superiores (animales, plantas) y también a los hongos
(pero no a las levaduras, donde no estan presentes). En Streptomyces, el dominio AP-
ATPasa se encuentra fusionado con el dominio adenil-ciclasa o con el dominio TIR
(Aravind et al., 1999; Koonin y Aravind, 2002), lo que sugiere la existencia de
interacciones funcionales proteina-proteina, caracteristicas de la apoptosis. El dominio
TIR es la Unica molécula adaptadora de la MCP encontrada en bacterias, estando muy
representada en Streptomyces. La funcién de esos dominios bacterianos "apoptdticos"
no se conoce, excepto en el caso de la proteina AfsR de S. coelicolor (que contiene
tanto el dominio AP-ATPasa como el TIR), y es un regulador global de la diferenciacion
(Umeyama et al., 1999), y en el caso de una "caspasa" de Myxococcus, relacionada con
la regulacion del morfégeno que interviene en la esporulacion (Gronewold y Kaiser,
2001). Lo que si es asumible, es que los homdlogos bacterianos de las proteinas
apoptéticas interaccionan funcionalmente, y tal vez también fisicamente, en rutas de
transduccién de sefiales aun no conocidas: se ha sugerido que precisamente en
bacterias como Streptomyces los agregados de dominios "apoptdticos" podrian ser
analogos funcionales o incluso predecesores del apoptosoma eucariético (Koonin y
Aravind, 2002). Las evidencias anteriores, el hecho de que los dominios apoptéticos no
se encuentren en las archaea pero si en bacterias y la mayor diversidad de estos
dominios bacterianos con respecto a los eucaridticos, sugieren su transmisién
horizontal desde bacterias a eucariotas. De hecho, se ha propuesto un origen

polifilético de los dominios de muerte: desde bacterias de ciclo de vida complejo

10

e { Eliminado: 1



I.INTRODUCCION

(Streptomyces) y desde a-proteobacterias pro-mitocondriales. Todos ellos formarian la
magquinaria central de la apoptosis eucariota, que evolucionaria después hacia otros
dominios (efectores, CARD, etc.) (Koonin y Aravind, 2002) (Fig.l.4).

A las evidencias comentadas arriba de Streptomyces como predecesor de los
procesos de muerte celular programada, se unen la presencia de un elevado nimero
de protein-quinasas de tipo eucariota que podrian estar relacionadas con sefializacién
y el desarrollo (Zhang, 1996; Aravind et al., 1999; Petrickova y Petricek, 2003). Al
menos tres de ellas estan asociadas a la membrana: AfsK, que fosforila la proteina
reguladora AfsR mencionada antes (Matsumoto et al, 1994); Pkg2, otra
serina/treonina quinasa (Nadvornik et al, 1999), cuya mutacidn provoca lisis en
algunos medios (revisado en Bakal y Davies, 2000); y otra serina/treonina quinasa
dependiente de Ca** (Elizarov y Danilenko, 2001).

Las caspasas estan implicadas en la regulacion de la apoptosis en animales
(Nicholson y Thornberry, 1997). Esta familia de proteasas tiene un plegamiento comun
denominado caspasa-hemoglobinasa (Eichinger et al., 1999). Una subclase de esta
familia, el grupo paracaspasa-metacaspasa, estd presente en el genoma de
Streptomyces, asociado con una protein-quinasa (Aravind et al., 2001) y se ha sugerido
que la hipotética proteasa podria funcionar dentro de complejos sefializadores (Koonin
y Aravind, 2002). Las metacaspasas podrian haber sido adquiridas por los eucariotas
mediante transmision horizontal de genes (supuestamente por medio del
endosimbionte promitocondrial), con la adquisicién simultanea de otros componentes
del sistema sefalizador bacteriano ya existente, unido funcionalmente a las
metacaspasas y paracaspasas, como las AP-ATPasas (Aravind et al., 2001). Mediante
este mecanismo también se habrian adquirido otras proteinas como por ejemplo
determinados grupos de ciclofilinas (Manteca et al., 2006c), y otros muchos genes
(Doroghazi y Buckley, 2010). Estos procesos de transferencia horizontal de genes
podrian haber tenido un papel decisivo en la evolucion del sistema apoptdtico

eucariota (Aravind et al., 2001).
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Fig.l.4. Esquema simplificado del origen y evolucidn de la MCP eucariota. (Koonin y Aravind,
2002).

1.3.2. LA MUERTE CELULAR PROGRAMA EN STREPTOMYCES

La muerte celular es un suicicio celular activo que sucede en eucariotas y
bacterias en respuesta a situaciones de estrés tanto biolégico como ambiental. La
muerte celular eucariota (apoptosis) es un proceso muy estudiado cuya regulacién
bioquimica se conoce relativamente bien. Sin embargo, rutas biomoleculares que
regulan la MCP en bacterias aun son desconocidas. Miguelez et al., (1999), y Manteca
et al., (2006b) demostraron, que los procesos de muerte que acompanian el desarrollo
de Streptomyces presentan las caracteristicas de una MCP, en la que se activan

enzimas degradativos involucrados en el desmantelamiento celular (pared celular,

acidos nucleicos, proteinas, etc.) (Fig.l.5).
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Fig.l.5. Caracteristicas de la MCP de Streptomyces. (a) Imagenes al microscopio confocal de
cultivos tefiidos con SYTO9-loduro de Propidio (células muertas en rojo, vivas en verde), y
al microscopio electrénico. (b) Estado de degradacién de los acidos nucleicos (ADN y ARN).
(c) Estado de degradacion de las proteinas. M, células muertas; V, células vivas. (Tomado de
Manteca et al., 2006 y Yaglie et al., 2012, enviado)

Nuestro grupo de investigacion ha realizado un analisis proteémico de la MCP
de Streptomyces mediante geles bidimensionales, demostrando que la MCP se
acompafiaba de la aparicién de enzimas implicadas en la degradacion de los
componentes celulares, asi como de proteinas reguladoras y proteinas de estrés
(Manteca et. al.,, 2006a). Entre estas proteinas se encontraban muchas proteinas
implicadas en los procesos de estrés oxidativo, lo que sugiere a estos procesos de
estrés como la causa o la consecuencia de la MCP. Entre las proteinas reguladoras
encontradas en las células que se morian y no en las que permanecian viables se
encontré una AAA ATPasa (SCO1648), cuyos homélogo eucariota es uno de los enzimas
que componen el proteosoma; ClpC1 (SCO3373), la subunidad de unién al ATP del
complejo proteolitico Clp, que esta presente en la mayoria de los organismos vivos y
tiene un papel en la homeostasis celular durante condiciones de estrés; una sintasa de
inositol-1-fosfato (SCO3899) que participa en la formacidén de inositol fosfato, una
molécula sefalizadora en bacterias y eucariotas; varias proteinas de unién al AMPc de
funcion desconocida (SC02368, SC0O4277); y varios reguladores transcripcionales

(5C05405, SC01490) (Manteca et al., 2006a).
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En consecuencia, aun falta mucho trabajo para comprender en detalle las rutas
biomoleculares que regulan la MCP de Streptomyces, y lo que es mas importante, su
papel en la biologia de esta bacteria y sus aplicaciones biotecnoldgicas. En esta tesis

doctoral, hemos profundizado en estos aspectos.

1.4. ORGANIZACION GENOMICA DEL GENERO STREPTOMYCES

Una de las principales caracteristicas del género Streptomyces es el elevado
contenido en guaninas y citosinas (74% G+C) en su genoma (Woese, 1987). Mediante
el analisis de fragmentos de restriccidon, en electroforesis de campo pulsado, de
cromosomas de diferentes especies de Streptomyces como S. coelicolor (Kieser et al.,
1992), S. ambofaciens (Leblond et al., 1990), S. lividans (Leblond et al., 1993), S. griseus
(Lezhava et al., 1995) o S. rimosus (Pandza et al., 1997), se ha llegado a demostrar la
linealidad de su genoma (Lin et al., 1993) asi como su tamafio aproximado de 8 Mb. Se
piensa, que su gran tamafo pueda deberse a la presencia de gran nimero de regiones
no codificantes (Robinson et al., 1981), repeticiones de ADN en tandem (Shrempf,
1985) o duplicaciéon de genes con la misma funcién aparente (Ohnuki et al,, 1985;
Tohyama et al., 1987). Posee proteinas unidas covalentemente a los extremos 5’ del
cromosoma (Chang y Cohen, 1994). Dichas proteinas teloméricas (Tpg) actian como
cebadores para la replicacion de los telémeros del cromosoma (Bao y Cohen, 2001). La
proteina con funcion helicasa Tap (proteina asociada al teldmero) también intervine en
este proceso (Bao y Cohen, 2004). Por lo general estas proteinas teloméricas estan
bien conservadas entre las especies del género Streptomyces, con algunas excepciones
como S. griseus (Ohnishi et al., 2008). La replicacién del cromosoma de Streptomyces
tiene lugar bidireccionalmente desde un oriC localizado centralmente en el
cromosoma (Musialowski et al., 1994; Jakimiwicz et al., 1998). El hecho de que el oriC
se conserve centrado en el cromosoma sugiere una presién selectiva sobre dicho
posicionamiento (Bentley et al., 2002). Por el contrario, los extremos del cromosoma
estdn formados por secuencias repetidas e invertidas de entre 20 y 600 Kb
denominadas TIRs (acrénimo inglés de repeticiones invertidas terminales) y por zonas
de insercién de fagos, plasmidos y elementos transponibles que causan la conocida
inestabilidad genética del cromosoma de Streptomyces (Volff y Altenbuchner, 1998).

Se postula que estas regiones tengan la funcion de evitar la delecidn de otras regiones
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del cromosoma que sean imprescindibles (Redenbach et al., 1996). En la actualidad se
encuentran secuenciados en su totalidad el genoma de Streptomyces coelicolor A3(2)
(Bentley et al., 2002), Streptomyces avermitilis (Omura et al., 2001; lkeda et al., 2003),
S. scabies (Sanger institute y Loria R.), S. griseus (Ohnishi Y et al., 2008) y S. clavuligerus
(Song et al., 2010), lo que ha aportado un gran avance en el conocimiento de la
organizacidén génica en Streptomyces. La comparacidon de los cromosomas de S.
coelicolor, S. avermitilis y S. griseus muestra un nucleo central de 6 Mb muy
conservado en el que residen mayoritariamente genes relacionados con el
metabolismo primario (Ohnishi et al., 2008). El nucleo central se situa ligeramente
hacia la izquierda del cromosoma por lo que deja dos regiones terminales asimétricas
de 1y 2 Mb aproximadamente. En estas regiones, denominadas brazos, se encuentran
mayoritariamente genes no esenciales, incluidos genes y agrupaciones del
metabolismo secundario (Bentley et al., 2002).

El genoma de la primera cepa secuenciada, considerada cepa tipo
(Streptomyces coelicolor), es un cromosoma lineal de 8.667.507 pb con la presencia de
7.825 probables genes, dentro de los cuales se incluyen mas de 20 “clusters”
implicados en la sintesis de metabolitos secundarios. EI genoma de Streptomyces
avermitilis también es un cromosoma lineal, en este caso su tamafio es de 9.025.608
pb que codifican al menos 7.574 regiones abiertas de lectura, dentro de las cuales se
han identificado 30 “clusters” relacionados con el metabolismo secundario,
aproximadamente un 6,6% de todo el genoma. La distribucidon de los genes en el
genoma no es aleatoria, se ha visto que los genes que resultan esenciales,
“housekeeping”, (genes implicados en la divisién celular, en la replicaciéon del ADN,
transcripcion, traduccion y biosintesis de aminoacidos) se encuentran en el centro del
cromosoma, mientras que los genes codificantes para funciones tales como la sintesis
de metabolitos secundarios se encuentran en los brazos del cromosoma. De hecho, los
cromosomas de Streptomyces ocasionalmente sufren pérdidas espontaneas de sus
extremos, tras lo cual son capaces de unirse y formar cromosomas circulares que se
replican como los del resto de las bacterias (Hopwood, 2007). La transmision
horizontal de ADN en los extremos del cromosoma pudo provocar el incremento del
tamanio del cromosoma de Streptomyces durante la evolucién reciente (Bentley et al.,

2002). Se han detectado una gran cantidad de pldsmidos en Streptomyces, entre los
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gue se incluyen: plasmidos lineales, integrativos, grandes plasmidos circulares de bajo
numero de copias y pequefios plasmidos circulares de alto niUmero de copias (Kieser et
al., 2000). Ademas diversos fagos y transposones presentes en Streptomyces se utilizan
en estudios de biologia molecular; destacando el fago ®C31 y el transposén I1S117,
utilizados como vectores integrativos, y los transposones /S493, Th4556, y Tn5062,
utilizados para procesos de mutagénesis aleatoria (Kieser et al., 2000; Fernandez-

Martinez LT et al., 2011).

1.5. CICLO DE VIDA EN CULTIVOS LiQUIDOS (FERMENTACIONES)

La diferenciacion en cultivos liquidos se ha estudiado, en general, mucho
menos que en cultivos de sélidos, debido principalmente a que la mayoria de las cepas
no esporulan en estas condiciones por lo que se asumia que no habia diferenciacién.
No obstante, la mayoria de los procesos industriales de produccién de metabolitos
secundarios se realizan precisamente en estas condiciones. En consecuencia, la
optimizacion de los procesos de fermentacion se ha realizado tradicionalmente de
forma empirica, existiendo grandes problemas en la reproducibilidad de los mismos.

Hasta ahora, todos los trabajos sobre la diferenciacién de Streptomyces en
cultivos liquidos, y la produccion de antibidtico se han centrado en el andlisis de la
morfologia del micelio (Stocks y Thomas, 2001; Denser et al., 2002). Asi, se han
diferenciado cuatro clases morfoldgicas: “pellets” (masas compactas de unas 950 um
de didmetro), “clumps” (masas menos compactas de unas 600 um de didametro), hifas
ramificadas, e hifas no ramificadas (Denser et al., 2002). También se ha demostrado
que la formacidon de estas estructuras puede ser considerada como la de una
biopelicula (Kim y Kim 2004). Se acepta de forma casi unanime que la morfologia del
micelio se correlaciona con la produccion de metabolitos secundarios, pero a su vez,
existe bastante controversia respecto a la relacidon causa-efecto, de manera que,
algunos autores afirman que la agregacion celular y por tanto la formacién de “pellets”
y “clumps” son fundamentales a la hora de obtener una buena produccién de
metabolitos secundarios; Por ejemplo la retamicina en el caso de S. olindensis
(Hobbs et al., 1989; Denser et al., 2004); las nikomicinas en el caso de S. tendae
(Vecht-Lifshitz et al., 1992); antibidticos hibridos en S. lividans (Sarra et al., 1997). Por

otro lado, otros autores afirman lo contrario: la formacion de “pellets” implica una
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menor tasa de produccion de antibiodtico; nistatina en S. noursei (Jonsbu et al., 2002);
produccién de proteinas recombinantes en S. lividans (Yun et al., 2001); tiolisina en S.
fradiae (Park et al., 1997); actinorrodina en S. coelicolor A3(2) (Doull y Vining 1989).
También se ha descrito que en algunas cepas no existe relacion entre la morfologia y la
produccidon de metabolitos secundarios: produccién de virginiamicina por S. virginiae;
(Yang et al., 1996.). Por tanto, la conclusidn, bastante desalentadora, es que no se han
encontrado pautas generales para relacionar morfologia y produccién (no son
predecibles para cada cepa utilizada) y que los factores que influyen en la agregacion
la falta de un modelo de desarrollo coherente en el género Streptomyces, ha impedido
describir fenotipos claros y fiables a la hora de analizar y optimizar los procesos de
fermentacién.

Existen numerosos grupos de investigacion trabajando en la caracterizacion
genética de rutas de sintesis de antibidticos y otros metabolitos secundarios por
Streptomyces, o en la obtencidén, mediante mutagénesis al azar o dirigida, de cepas
sobreproductoras para la produccién de diferentes metabolitos secundarios; no
obstante, existen muy pocos grupos que trabajen en la optimizacién de los procesos de
fermentacién desde el punto de vista del ciclo de desarrollo y diferenciaciéon del
microorganismo. Tal como se detalla en resultados (apartado lI.3.1), uno de los
objetivos realizados en esta tesis doctoral fue la descripcion de los procesos de
diferenciacién y desarrollo de Streptomyces en medio liquido, lo que nos ha permitido
definir por vez primera la fase del ciclo de desarrollo productora de metabolitos

secundarios (apartado 111.3.1e) (Manteca et al., 2008b; Yagiie et al., 2010).

En la dltima década, las metodologias experimentales que se basan en el
analisis sistematico y a gran escala de las moléculas reguladoras y efectoras de los
procesos celulares (proteinas, genes, metabolitos, etc.) han tomado especial relevancia
debido a su gran utilidad para la ciencia. El sufijo “~-oma” tiene un origen latino, que
significa “conjunto de”, es por tanto que la adicidn de este sufijo a diferentes estudios
cubre las nuevas aproximaciones masivas en las que se estd enfocando la biologia

recientemente. Todo este tipo de estudios han de combinarse con exhaustivos analisis
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bioinformaticos de los resultados y de técnicas rdpidas y automatizadas de alto
rendimiento (“high-throughput techniques”) debido al gran volumen de informacién
gue se genera durante las investigaciones realizadas a gran escala.

El término “Omicas” hace referencia a las disciplinas como la gendmica, la
protedmica, la transcriptomica, la metaboldmica, etc... A estas tres uUltimas también se
las agrupa bajo la denominaciéon de “gendmica funcional”, ya que estudian a los
productos de la expresién de los genes.

La transcriptdmica estudia y compara transcriptomas, es decir, los conjuntos de
ARN mensajeros o transcritos presentes en una célula, tejido u organismo. Los
transcriptomas son muy variables, ya que muestran qué genes se estan expresando en
un momento dado. La transcriptdmica se vale de la bioinformatica y las micromatrices.
La idea basica de las micromatrices (o “microarrays”’) es construir, sobre una
membrana o lamina de vidrio, muestras que contienen fragmentos de ADN utilizados
como sondas representativas de los genes de interés. Por otro lado, se marca el ADN
copia (“cDNA”) de una poblacidon celular con fluorescencia o radioactividad, y se usa
esta preparacion para hibridar con el ADN de la micromatriz. Generalmente se hibrida
simultdaneamente la misma micromatriz con una muestra de ADN copia de referencia,

para facilitar la comparacion (Figura 1.6).

1.6.1 TRANSCRIPTOMICA.

Los “microarrays” o micromatrices de ADN surgen de la necesidad de analizar la
cantidad de informacién procedente de los grandes proyectos de secuenciacién de
genomas. El primer “microarray” fue usado por Schena et al., (1995) para comparar la
expresion de genes en células tumorales con la expresion en células sanas (Figura 1.6).

Los “microarrays” permiten la medida simultanea de los niveles de expresion
de miles de genes (sondas) en un solo experimento de hibridacién con una mezcla
compleja de ADN o ARN (dianas). Las Sondas, son secuencias de ADN conocidas
(oligonucledtidos o productos de PCR) inmovilizadas ordenadamente sobre una
superficie sélida, cada sonda de la micromatriz esta disefiada para unirse a un gen de
forma especifica y estd dispuesta de forma ordenada sobre el mismo y las dianas, son

la muestra problema de ADN o ARN marcada cuya abundancia sera determinada por
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hibridacién. Un experimento bdsico de transcriptomica mediante el empleo de
micromatrices de DNA consiste en:

1- Disefio y fabricacién del microarray.

2- Preparacion de la muestra e hibridacion.

3- Escaneo del microarray.

4- Analisis de la imagen.

5- Andlisis estadistico y normalizacién de los datos.

Células cancerosas Células normales

Aislamiento del ARN

ARNm ARNm

Preparacion de ADN copia
Marcacion

ADN copia (cDNA) ADN copia (cDNA)
Sondas marcadas con rojo Sondas marcadas con verde

Combinacion de las sondas
Hibridacidn con la micromatriz
{microarrayj

Las marcas verdes sefialan genes
fque sdlo se expresan en las células
normales, las rojas, los que se
expresan solo en las cancerosas, las
amarillas, los que se expresan en
ambos tipos de células. Las zonas
negras indican que no hubo
hibridacion con ninguna de las
sondas.

Fig.l.6. Representacion sencilla de un experimento de transcriptomica. Después de aislar
el ARN de cada muestra problema (cancerosa y normal) éste se convierte en cDNA
(RTPCR) a la vez que se marca con distintos fluordforos (rojo y verde). Los cDNA se
hibridan con la micromatriz tras lo cual ésta se escanea cuantificandose las intensidades
de los fluoréforos en relacién a la mayor o menor expresion de cada gen.
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Tal como se expone en los resultados (apartados Ill.1.1 y 1ll.1.2), en esta tesis
doctoral hemos aplicado estas técnicas de transcriptomica al estudio de los procesos
de diferenciacién en cultivos sélidos (Ml y MIl), asi como al andlisis de los procesos de

muerte celular programada.

1.6.2 PROTEOMICA

Tal como se ha comentado arriba, la proteémica consiste en el estudio del
proteoma de las células. La protedmica tradicional se ha desarrollado mediante el
empleo de geles bidimensionales y la identificacion de las proteinas (“spots”) mediante
el patrén de pesos moleculares (huella peptidica) de las mismas obtenido mediante
digestion con una proteasa (generalmente tripsina), y su analisis mediante
espectrometria de masas (MALDI-TOF) (Figura 1.7). Aunque el uso de geles
bidimensionales es una técnica muy poderosa para el estudio de los proteomas
celulares, que ha dado y sigue dando excelentes resultados en diversos
microrganismos, incluyendo Streptomyces (Kim et al.,, 2005, Hesketh et al., 2007,
Rodriguez-Garcia et al., 2007,), su principal limitacidon es el consumo de tiempo, que es
elevado en experimentos de protedmica a gran escala (aquellos que consiguen

identificar cientos e incluso miles de proteinas).

Huella peptidica (MS)

1 spot, 1 proteina

GEL BIDIMENSIONAL %

Digestion: tripsina
.~ 5
\-n
,-f L__L

Huella peptidica (MALDI-TOF)

g,

m/z

Identificacién proteina, base de datos

P12345 ii

Fig.l.7. Esquema ilustrativo del fundamento de la “protedmica cldsica”. Las proteinas se
separan mediante un gel bidimensional; se digieren con tripsina; se identifican los pesos
moleculares de sus péptidos tripticos mediante espectrometria de masas (huella peptidica);
se identifica la proteina en base de datos
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Durante la Ultima década, se han producido avances muy significativos en
técnicas de cromatografia y espectrometria de masas que estdn revolucionando el
campo de la protedmica. Todos estos avances han llevado al desarrollo de las llamadas
técnicas libres de gel: técnicas de nano-HPLC combinadas con espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS). Estas técnicas se resumen en la figura 1.8: en este caso
se digiere con tripsina la muestra original (formada por tres proteinas en el ejemplo);
la mezcla de fragmentos tripticos se separa por un nano HPLC, y cada fraccién
cromatografica del nano HPLC se separa en el primer espectrometro de masas (MS), se
fragmenta en una celda de colisidn, y el andlisis de los pesos moleculares de estos
fragmentos en el segundo espectrometro de masas permite deducir la secuencia
aminoacidica de esos péptidos, que en Uultima instancia permiten identificar las

proteinas de partida (Fig.l.8).

LC-MS/MS
Digestion: tripsina SoEos

® |
S R

35E405

Proteinas Nano HPLC

Intensity (cps|

206405

258405

206405

MS2 “secuenciacién” sl
ELECTROSPRAY
e . 1 &f’?{}' \\\ MALDI
Identificacion proteinas T | | et

(base de datos) T PIH kG ?’3 Celda de Colisign  MS1 “huella peptidica de

P12345 A muchos péptidos”
[=] * &
P14837 «— | | | 1, «— — *

" JJJ?'/

SPGDYC

<€

m/z

v

v

MS/MS - Secuenciacion

» Limitacion secuenciacion 2D LC; fraccionamiento etc.

Fig.l.8. Esquema ilustrativo del fundamento de la protedmica libre de gel (LC-MS/MS). La
mezcla de proteinas se digiere con tripsina; los péptidos tripticos se separan mediante nano
HPLC; las fracciones del nano HPLC se analizan en un primer espectrémetro de masas (MS1);
los péptidos aislados en el MS1 se fragmentan en la celda de colision; los fragmentos se
analizan en el segundo espectrémetro de masas (MS2); los fragmentos del MS2 nos permiten
deducir la secuencia aminoacidica e identificar la proteina comparando con una base de datos.
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Ademas, se han desarrollado técnicas de marcaje de las muestras que permiten
hacer cuantitativa la técnica del LC-MS/MS. Uno de los marcajes mas extendidos en
protedmica cuantitativa es el marcaje isobdrico: “Isobaric tags for relative and absolute
quantitation” (iTRAQ), que ha sido optimizado por nuestro grupo de investigacion para
el estudio de Streptomyces (Manteca et al., 2010a, b), y que también hemos aplicado
en esta tesis doctoral (apartado 111.1.2). El fundamento del iTRAQ se muestra de forma
resumida en la figura 1.9: tras la digestién con tripsina, cada una de las muestras (hasta
8) se marcan con uno de los 8 reactivos iTRAQ; se mezclan; se separan en el primer
espectrometro de masas; se fragmentan en la celda de colision, y en esta
fragmentacién se rompe el enlace entre el reactivo iTRAQ y el péptido dando lugar a
los llamados “iones reporter”; se identifican las proteinas por su secuencia de
aminodcidos, y se identifican y cuantifican las cantidades de los péptidos en las
muestras originales mediante los pesos moleculares e intensidades de los “iones

reporter” que se usaron en el marcaje original (Fig.l.9).

Reporter + Balance group
(305 Da)

Marcaije isobarico LC-MS1
- : (8 muestras) ko

121 *

o . MS2
Cuantificacion relativa Identificaclon

oopom @ -

116 118
115r

,
(T
. HEN

(

121

17 ‘ |
119 LBMAGLAR Db Ll b

| W L VYT LN S P

Fig.l.9. Esquema de la técnica de marcaje isobarico (iTRAQ). Hay 8 reactivos iTRAQ
formados por 8 “iones reporter” unidos a un grupo de balanceo (la suma de la masa del
“ion reporter” mas el grupo de balanceo es 305 Da). Cada muestra se marca con un
reactivo iTRAQ, incrementando su peso molecular en 305 Da (isobarico; peso molecular de
todas las proteinas se incrementan en 305 Da). MS1-separacion péptidos tripticos; en la
celda de colisiéon se fragmentan los péptidos, y también se fragmenta el reactivo iTRAQ
liberando el “ion reporter”. MS2-identificacidon y cuantificacion; la proporcidén entre las
areas de los “iones reporter” nos da la concentracion de la proteina en la muestra original.
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iTRAQ), nuestro grupo de investigacion ha realizado un estudio de las variaciones en
los proteomas del MI vegetativo, y del MIl reproductivo durante el desarrollo de
Streptomyces en cultivos sélidos (Manteca et al., 2010a). Los resultados, que se
resumen en la figura 1.10, demostraron que la diferenciacion morfoldégica (formacidn
del Ml y MIl) se correlaciona con un cambio fisioldgico: el cambio del metabolismo
primario (M) al secundario (Mll): las inmensa mayoria de las proteinas implicadas en

el metabolismo primario estdn reguladas al alza en el MI, mientras que aquellas

implicadas en metabolismo secundario, proteinas transportadoras, proteinas

relacionadas con el estrés, y proteinas reguladoras estan reguladas al alza en el Mil
(Fig.1.10). Ademads, se identificaron muchas proteinas reguladoras (reguladores

transcripcionales, quinasas, etc.) que se expresan diferencialmente en los Ml y MIl.

Estas proteinas posiblemente estén regulando las fases pre-esporulantes de

Streptomyces, y su caracterizacién contribuird a discernir las rutas biomoleculares

regulando esta diferenciacion, que en JUltima instancia permitirdn un mejor

entendimiento de las fermentaciones industriales que utilizan Streptomyces.

En esta tesis doctoral, hemos empleado la misma aproximacion experimental

(iTRAQ LC-MS/MS) al estudio de los procesos de muerte celular programada, en

combinacion con las técnicas de transcriptomica descritas arriba (apartado 11.1.2;

Yagle et al., 2012 enviado).
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Fig.1.10. Valores de abundancia relativa (log iTRAQ MII/MI) de los principales grupos
funcionales de proteinas identificados durante el desarrollo de Streptomyces en medio séido

(Manteca et al., 2010).
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1.7. OBJETIVOS

Tal como se ha comentado a lo largo de la introduccidn el grupo de

investigacion en el que he realizado mi tesis doctoral ha estado trabajando en el

estudio de los procesos de desarrollo y diferenciacién de Streptomyces en cultivos

sélidos esporulantes, ampliando significativamente el ciclo de desarrollo tradicional de

esta bacteria (apartado 1.2.2). Por esta razdén, el objetivo principal de esta tesis

doctoral fue ahondar en el conocimiento de las fases clave en el ciclo de desarrollo en

medio sélido mediante biologia de sistemas y definir el ciclo en medio liquido, para sus

aplicaciones industriales.

Mas concretamente los objetivos son:

1.

4.

Caracterizacion de los genes (transcriptémica) y las proteinas (proteémica)
regulando los procesos de diferenciacion (Ml y MIl; MCP) (Biologia de

sistemas).

Busqueda de las rutas biomoleculares que controlan las fases preesporulantes
de diferenciaciéon (formacion de MI-MIl; MCP) mediante experimentos de
mutagénesis y estudios fenotipicos de los genes identificados. en el contexto

del objetivo 1.

Estudio morfolégico y funcional de los procesos de diferenciaciéon en cultivos
liguidos de Streptomyces: formacion de MI compartimentalizado — Ml
multinucleado; medida del crecimiento y produccion de metabolitos

secundarios; analisis de los procesos de muerte celular programada.

Aplicaciones del conocimiento generado en el objetivo anterior a las

fermentaciones industriales de Streptomyces y a los procesos de busqueda de

nuevos metabolitos secundarios a partir de cepas de Streptomyces.
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II.LMATERIAL Y METODOS

11.1. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO DEL CICLO DE VIDA

I.1.1. DISENO DEL EXPERIMENTO

Para el andlisis de los genes expresados al alza en los procesos de muerte
celular programada se utilizaron 4 réplicas bioldgicas de cada condicién (protoplastos
vivos 16 h y protoplastos comenzando a morir 12 h, véanse detalles en el parrafo
siguiente) hibridadas entre si alternando los fluoréforos (CY3, CY5) de la siguiente

manera en una micromatriz de Agilent Technologies®:

ARN VIVOS 1 + ARN MUERTO 1 CY5 | ARN VIVOS 2 CY5 + ARN MUERTOS 2

ARN MUERTOS 3 + ARN VIVO 3 CY5 | ARN MUERTOS 4 CY5 + ARN VIVO 4

Para el anadlisis de los genes expresados diferencialmente en el Ml y en el Ml se
hibridd ARN de las muestras marcado con Cy3 (3 réplicas bioldgicas de cada tiempo, R)
con ADN gendmico de referencia de Streptomyces coelicolor marcado con Cy5 (Gadgil

et al., 2005) en tres micromatrices de Agilent Technologies®:

ARN 16 R1 3 + ADNg Cy5 ARN 48 R1 (% + ADNg Cy5
ARN 24 R1 (% + ADNg Cy5 ARN 72 R1 (% + ADNg Cy5
ARN 16 R2 2+ ADNg Cy5 ARN 48 h2 3+ ADNg Cy5
ARN 24 R2 3+ ADNg Cy5 ARN 72 h2 Cy3+ ADNg Cy5
ARN 16 R3 Cy3+ ADNg Cy5 ARN 48 R3 Cy3+ ADNg Cy5
ARN 24 R3 Cy2+ ADNg Cy5 ARN 72 R3 Cy 3+ ADNg Cy5
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A) MUERTE CELULAR PROGRAMADA: SEPARACION DE CELULAS VIVAS Y

MUERTAS.

Tal como se comenta en resultados (apartado Ill.1.2a), uno de los retos a la
hora de estudiar la MCP en una bacteria filamentosa como es Streptomyces, es el de
separar las células vivas de las que estdn comenzando a morir. Para ello, hemos
utilizado la metodologia creada previamente en nuestro grupo de investigacion que
consiste en la obtencion de protoplastos celulares (Manteca et al., 2006b) tras 12-16
horas de cultivo, seguin estemos buscando una muestra enriquecida en células muertas
o vivas, se extrajo el micelio fresco del celofan utilizando una espdtula roma y se
deposito en un tubo falcon para pesarlo. Se afiade tampon P (Kieser et al., 2000) de
forma que quede denso pero hidratado para que se agite bien y esté accesible a la
lisozima (4 ml de tampdn P por cada 2 g de micelio). Se afiade la lisozima (15 mg/ml), y
se agita con la mano mediante golpes secos. Se incuba a 37°C durante 5-10 minutos.
Se mezcla con la pipeta de 5 ml y se vuelve a incubar durante 5 minutos. Se afladen 5
ml mas de tampdn P y se mezcla de nuevo con la punta de 5 ml. Se deja incubando 3-4
minutos mas y se mira la muestra en el microscopio de contraste de fases para
comprobar que se han formado los protoplastos.

A continuacién se filtra la muestra con una jeringa de 20 ml y algoddn graso
(algodon hasta unos 2 ml de la medida de la jeringa) y se centrifuga 10 min a 1000 gs.
Se decanta el sobrenadante, se resuspende el sedimento con 10 ml de tampdn P, y se
repite el proceso tres veces, tras el tercer lavado se analiza una pequefia alicuota de la
muestra en el microscopio confocal (colorantes vitales disueltos en tampén P) para
observar el estado de viabilidad de los protoplastos (verdes=vivos, rojos= comenzando
a morir). El resto de protoplastos se reparte en alicuotas de 200 pl y se guarda

congelado a -80°C hasta su utilizacion (Manteca et al., 2006b).

B) DESARROLLO EN CULTIVOS SOLIDOS: SEPARACION DEL MICELIO | Y EL
MICELIO I
Se recogio el micelio de placas de GLM con celofan a distintos tiempos. El Ml se

recogid a las 12 horas, y el Mll a las 24, 48 y 72 horas. La cantidad de muestra recogida
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se limitd a 0,1 g en peso fresco por muestra y réplica con el objeto de no saturar las
columnas de extraccion de ARN.

Seguimos el protocolo publicado por Manteca et al., (2010), en el que se
describe la obtenciéon de las muestras de micelio | y Il para un andlisis protedmico, con
las modificaciones necesarias para la obtencion de ARN: llenar el fondo cénico de un
tubo falcon de 50 ml con bolas de vidrio de 5 mm de diametro (Sigma Aldrich®); afadir
5 ml de “RNA Protect” (Quiagen®) y agitar en vortex durante 1 minuto; dejar reposar
durante 5 minutos; recoger la muestra con una punta de pipeta de 1 ml (cortandola si
fuera necesario); lavar las bolas de vidrio con 1 ml adicional de “RNA Protect” para
recuperar el micelio restante; centrifugar 10 minutos a méaxima velocidad y descartar

el sobrenadante. Las muestras se guardaron congeladas a -80°C.

11.1.3. LISIS Y HOMOGENEIZACION DEL MICELIO

Las muestras se descongelan y se les afiaden 170 pl de lisozima (15 mg/ml) en
TE (1mM EDTA, 10 mM Tris pH 8), se pasan a un tubo de 2 ml. Posteriormente se
incuban a temperatura ambiente durante 10 minutos (en el caso de los protoplastos
este paso no hace falta). Se afiaden 600 pl de RLT-B-ME a cada tubo. (RLT: RNeasy
Protect Mini kit de Qiagen®). Se agita en vortex enérgicamente y se preempaqueta en
Tubos Phase Lock Gel (PLG) Heavy (5-PRIME®) 20-30 s al maximo de rpm; se

transfirieren 750 pl del homogeneizado a un nuevo tubo PLG; se afiaden 750 pl de

- __ - _ _ - - __ - - ¥~ " - _ - ____ - _ - __ - - _ - ___ - - _ - - _____U_ - _-_

Aquafenol-CIA; se agita vigorosamente hasta formar una suspension (1 min aprox.; no
usar vortex); se centrifuga durante 5 min a 13000 g; la fase superior acuosa se pasa a
otro tubo PLG por decantacion; se repite la extraccion con Aquafenol-CIA; se pasa la
fase acuosa a microtubos de 2 ml por decantacién; se afiaden 395 ul de etanol

absoluto y se mezcla por inversion.

11.1.4. EXTRACCION CUANTIFICACION Y ANALISIS DE LA PUREZA DEL ARN

Terminada la fase de pre-purificacién y lisado por fenolizacién las muestras de
micelio el ARN se purifica mediante columnas (RNeasy Protect Mini kit de Qiagen® Ref.
74524), siguiendo las indicaciones del fabricante.

Tras la extraccidon del ARN el siguiente paso es su cuantificacion mediante el

nanodrop (Agilent Technologies®) (2 ul de muestra). Para el control de calidad del ARN
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(estado de degradacion y pureza) se utilizé un gel en chip para el bioanalizador de

Agilent Technologies® (5 ul de muestra).

11.1.5. MARCAJE DEL ARN Y EL ADN CROMOSOMICO CON CY3 Y CY5.

La primera consideracién a tener en cuenta en el marcaje es trabajar con la
menor luz posible y manteniendo los reactivos en oscuridad (posteriormente las
mezclas), siendo el Cy5 especialmente sensible al ozono y la humedad.

Se mezcla la cantidad de ARN necesaria en cada caso con los cebadores y se
somete la mezcla a 70°C durante 10 minutos favoreciendo la desnaturalizacién del
ARN vy la unién de los cebadores. Posteriormente se pasa a hielo. Se prepara la
premezcla con el enzima transcriptasa reversa (enzima que sintetiza ADNc a partir de
ARN) y Cy5-dCTPs/Cy3-dCTPs (nucledtidos trifosfato marcados con Cy5 6 Cy3 utilizados
para la sintesis de ANDc a partir de ARN). Se afiade la premezcla a la mezcla ARN-
cebadores y se incuba en el termociclador 10 minutos a 25°Cy 5 horas a 46°C. Una vez
terminada la reaccidn, se eliminan los restos de ARN que puedan quedar presentes
mediante una lisis con NaOH 1 N, afiadiendo 1/3 del volumen de la mezcla e incubando
en oscuridad 10 minutos a 70°C. Finalmente se afiade 1/3 del volumen de reaccion de
HCl 1 N para neutralizar la sosa y se guarda el ADNc-Cy5/ADNc-Cy3 en oscuridad a -
20°C.

En el caso de las muestras de protoplastos vivos y muertos el marcaje se hizo
con Cy3 y Cy5 para ambos ARN, alternando el tipo de marcaje en las réplicas.

En el caso de las muestras de micelio | y micelio Il los ARN se marcan con Cy3y
se enfrentan a ADN gendmico de referencia que marcamos con Cy5. (apartado 11.1.1
disefio del experimento).

Las muestras marcadas se purifican mediante minicolumnas de purificacidon
PCR “MinElute” (Qiagen®, ref. 28004), y se cuantifican mediante el equipo nanodrop

(Agilent Technologies®).

11.1.6. HIBRIDACION DE MICROMATRICES
Las micromatrices utilizadas fueron adquiridas en Oxford Gene Technology.
Contienen 1417 sondas control y 43798 sondas sintetizadas in situ por medio de la

tecnologia Agilent con acidos nucleicos procedentes de S. coelicolor.
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Se mezclan los marcajes por parejas de hibridacidn y se desnaturalizan a 94°C
durante 3 minutos. A continuacion los acidos nucleicos marcados y desnaturalizados se
mezclan inmediatamente con la solucién de hibridacién (NaCl 5 M, formamida 100 %,
EDTA 0,5 M, Tritén 10 %).

Se prepara la camara de hibridacion (Agilent Technologies®) con el soporte a
usar; se ponen 100 pl de la mezcla anterior evitando la formacion de burbujas y se
cierra la cdmara de hibridacién. En orientacion vertical se rota el conjunto 2-3 veces en
sentido horario para humedecer las superficies eliminando las posibles burbujas
mediante golpes en vertical sobre una superficie firme.

La camara se incuba a 55°C durante 60 horas en un horno de hibridacidn
colocando la micromatriz en el rotor verticalmente respecto al eje de giro a una

velocidad de 4 rpm (conviene revisar cada 12 h la posible formacion de burbujas).

11.1.7. LAVADO DE LAS MATRICES, ESCANEADO Y LECTURA DE DATOS.

Tras las 60 h la micromatriz se saca de la cdmara y se lava abundantemente con
dos soluciones de lavado comerciales (Agilent Technologies®) y finalmente se seca al
aire. En este momento la matriz ya estd lista y se procede a su escaneado utilizando el
escaner Agilent G2565BA. La cuantificacion de las intensidades de fluorescencia
correspondientes a cada sonda se realizé con el programa FeatureExtraction v9.5.1
(Agilent). Se obtienen miles de datos brutos de intensidades de Cy3, Cy5 y mezcla de
ambos (genes que se expresan en ambas fases). El genoma de Streptomyces coelicolor
tiene 7.825 genes (dentro de cada micromatriz existen repeticiones como controles
internos), por todo esto es muy importante la bioinformatica como herramienta para
filtrar los datos utilizando los estadisticamente fiables para sacar conclusiones

acertadas.

11.1.8. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS.

Los datos de cuantificacién se procesaron por el Dr. Antonio Rodriguez Garcia
del Instituto de biotecnologia de Ledn, utilizando los paquetes de andlisis del proyecto
Bioconductor en el entorno R (R Development Core Team, 2011; versién 2.12.2). Por
medio de las funciones incluidas en el paquete limma (Bioconductor 2.7, limma 3.6.9;

Smyth, 2004) se realizaron la normalizacién y el andlisis estadistico.
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La normalizacién utilizada fue “Scale” (en el caso de la transcriptémica vivo-
muerto) y “clm” (en el caso de la transcriptémica MI-MiIl). Log (M/V)= datos negativos
al alza en lo vivo, y positivos al alza en lo muerto. Log (MIl/MIl)= datos negativos al alza
en el Ml y positivos en el MIl. Considerando solamente los datos estadisticamente
significativos, es decir, con un p valor menor de 0,05 y en los que los datos de

intensidad de todas las sondas para un mismo gen son reproducibles.

1.2. ANALISIS PROTEOMICO DE LOS PROCESOS DE MUERTE CELULAR

PROGRAMADA.

11.2.1. RECOGIDA DE MUESTRA Y FRACCIONAMIENTO

El micelio se recogié y procesé para el fraccionamiento de células vivas y
muertas del mismo modo que se describié en el apartado Il.1.2a para los experimentos
de transcriptémica. Se hicieron duplicados (réplicas bioldgicas), y los extractos libres de
células se prepararon mediante un choque osmético de los protoplastos en tampdén A
(50 mM Tris HCI pH 7, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl, , 1 mM EDTA, 7 mM beta-
mercaptoetanol, “protease inhibitor cocktail tablets” de Roche®), y sonicaciéon en
hielo. Las fracciones de citosol y membrana se obtuvieron mediante el método
descrito por Quirds et al., (1986), mediante ultracentrifugacién a 100000 g en la
ultracentrifuga Beckman® LB-70 M. El sobrenadante constituye la fraccion citosdlica
mientras que el sedimento representa la fraccion de membrana. Ambas fracciones se
dializaron frente a agua destilada a 4°C (durante una hora con cuatro cambios de agua,
y usando tubos de didlisis benzoilados (D7884 Sigma®). La cantidad de proteina se
cuantific6 mediante el método Bradford (Bradford 1976), se liofilizd y se conservo a -

80°C.

1.2.2. SEPARACION DE PROTEINAS, DIGESTION Y MARCAJE ISOBARICO
(iTRAQ)

Las proteinas (50 pg /pocillo), se separaron mediante geles de proteinas SDS-
PAGE usando geles prefabricados PAGEr en gradiente 4-20 % Tris-glicina (Lonza®) y
tefiidos con azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue G-250). Para las proteinas

intrinsecas de membrana, extractos de 50 pg de proteina se hirvieron en tampén de
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carga con SDS durante 5 minutos y se corrieron directamente en el gel. Las dos
muestras (células vivas y muertas) de cada fracciéon subcelular y las dos réplicas
bioldgicas se cargaron 2 veces (réplicas metodoldgicas) en 2 geles independientes, uno
para las proteinas citosdlicas y otro para las proteinas de membrana. Cada calle del gel
se cortd posteriormente con un bisturi en 6 fracciones. Las porciones del gel se lavaron
con agua destilada y se deshidrataron con acetonitrilo. Los residuos de cisteina se
redujeron con DTT, se alquilaron con iodoacetamida, se rehidrataron con una solucién
de 10 ng/ul de tripsina (Promega®) en un tampodn de digestion (50 mM bicarbonato de
trietilamonio) y se incubd toda la noche a 37°C. Después de la digestion, los
sobrenadantes se recuperaron y los péptidos del resto de los fragmentos del gel se
extrajeron con acido formico al 5 % durante 30 minutos, después de los cuales se
afiadié el mismo volumen de acetonitrilo puro y las muestras se incubaron durante 30
minutos mas a temperatura ambiente. Los extractos se secaron en vacio. Los péptidos
se marcaron mediante marcaje isobdrico (iTRAQ, Applied Biosystems®) de acuerdo al
protocolo publicado previamente (Manteca et al., 2010). Se usaron los reactivos 113,
114, 115y 116 para llevar a cabo dos experimentos iTRAQ por separado: uno para las
proteinas citosodlicas y otro para las de membrana. Después del marcaje (durante dos
horas a temperatura ambiente) las muestras se combinaron (6 muestras que se
corresponden con los trozos originales del gel). El solvente organico se concentré en
un Speedvac y la purificaciéon de los péptidos se realizdé manualmente mediante
cromatografia hidrofébica en puntas de micropipeta GELoader (Eppendorf®)

preparadas con C18 (discos de extraccion 3M Empore®) y R3 (POROS®).

11.2.3. ANALISIS DE PEPTIDOS MARCADOS POR iTRAQ MEDIANTE NANO HPLC
Y ESPECTOMETRIA DE MASAS EN TANDEM.

Los péptidos tripticos se separaron usando un sistema de nano HPLC
“ULTIMATE 3000 LC system” (Dionex, ldstein, Alemania). La fase movil A fue 0,1% de
acido férmico en agua destilada y la fase moévil B fue 0,1 % de acido férmico en 90 % de
acetonitrilo (Fisher Scientific®). Se utilizaron dos columnas con una precolumna de 1
cm (100 um didmetro interior, 350 um didmetro exterior) y una columna analitica de
15 cm (75 um diametro interior, 350 um diametro exterior) empacada con resina C18

(ReprosSil, Pur C18AQ 3um, Dr. Maisch, Alemania). En la precolumna se cargaron 5 pl
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de muestra en dacido trifluoroacético al 1%. El gradiente de elucion fue de 2-7 % B en 4
min, 7-30% B en 60 min, 30-60% B en 15 min, y 60-90% B en 5 min con un flujo de 300
pl/min. La columna se lavé con 90% B durante 2 min seguido del equilibrado durante
22 min a un flujo de 300 pl/min. La solucion de bloqueo de masa para MS y MS/MS
estaba compuesta por 500 pmol/ul de [Glu']-Fibrinopeptide B (Sigma®). El sistema
“Ultimate 3000” fue la interfaz de un espectémetro de masas en tandem Q-TOF
(Synapt, Waters Corporation®). El analizador TOF (v-mode) del espectdmetro de masas
se calibré externamente con fragmetos iénicos de [Glu']-Fibrinopeptide B desde m/z
50 a 1500. Los datos LC-MS/MS se obtuvieron usando el método dato-dependiente. El
voltaje capilar fue 4.5 kV La energia de colisién se intensificd de 20 a 45 eV. El estudio
MS se realizé durante 0,48 s con un retraso de 0,02 s. El rango de escaneado MS fue
350-1500 m/z y el rango de escaneado del MS/MS fue 50-1500 m/z. Los fragmentos
idnicos de los dos precursores idnicos mas abundantes se detectaron con una tasa de
integracién de 0,48 s con 0,02 s de retraso. Cada muestra se analizd dos veces; los
precursores idnicos seleccionados durante el primer anélisis LC-MS/MS fueron

excluidos en el segundo.

11.2.4. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LOS DATOS

El programa utilizado para convertir los datos brutos del analisis LC-MS/MS en
archivos pkl fue Data Analysis ProteinLynx Global server (PLGS) versién 2.3. Los
archivos pkl fueron utilizados para las busqueda en “MASCOT search engine” (version
2.2) utilizando la base de datos NCBInr con la taxonomia limitada a Streptomyces
coelicolor (2 diciembre, 2009, 8573 entradas). Los parametros de busqueda utilizados
fueron: tolerancia de la masa del péptido (MS) 10 ppm; fragmento tolerancia masa
MS/MS, 0,1 Da; iTRAQ, cisteinas carbidometiladas, y metioninas oxidadas como
modificaciones. Las tasas de de identificacion de falsos positivos para los péptidos se
calcularon usando la opcidn decoy del MASCOT resultando en 1,2 % de falsos positivos
para las muestras de citosol y 1,1 % para las proteinas de membrana.

La cuantificacion relativa se realizd usando el programa PLGS (waters®) con
normalizacién automatica. El algoritmo de cuantificacién PLGS utiliza métodos
Bayesianos muy potentes a la hora de realizar una cuantificacién fiable. Los resultados

obtenidos por PLGS se exportaron en Microsoft Excel para continuar con su
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procesamiento. Las proteinas que no estaban representadas por ningln péptido por
encima del umbral de la homologia del MASCOT se descartaron. Cuando una proteina
se detectd en mas de una de las seis fracciones de gel procesadas, la proteina con la
puntuacion MASCOT mas alta fue la que se usd. Las abundancias relativas se
consideraron significativas si el promedio de sus ratios iTRAQ era consistente en las
dos réplicas bioldgicas analizadas (CV< 0,25), y si su ratio iTRAQ entre réplicas
metodoldgicas (vivo/vivo, y muerto/muerto) esta incluido en el intervalo 0,81-1,23

(Log2 ratio iTRAQ de *0,3; sin variacion).

11.3. OBTENCION DE MUTANTES MEDIANTE LA COLECCION DE COSMIDOS
CON INSERCIONES DEL TRASPOSON TN5062.

Mediante un sistema de mutagénesis de alto rendimiento mediada por el
trasposdon Tn5062, se ha realizado mutagénesis sistemdtica del 83 % del genoma de
Streptomyces coelicolor (Fernandez- Martinez et al., 2011). La base de datos de todas

las inserciones se encuentra en http://strepdb.streptomyces.org.uk/.

En esta tesis doctoral, se ha utilizado esta coleccion de césmidos para los
experimentos de mutagénesis. Para ello utilizamos los césmidos con las inserciones
interrumpiendo cada gen de interés. Las inserciones se enviaron desde la Universidad
de Swansie en E. coli JM109. Las cepas se crecieron durante una noche en agitacion a
37°C en medio LB con apramicina (resistencia que llevan los cosmidos). A estas células
se les extrajo el cosmido mediante el kit “GenElute HP Plasmid Miniprep” (sigma®). Con
este ADN se transformaron células electrocompetentes E. coli ET12567 dam’ que llevan
el plasmido conjugativo pUZ8002 (Paget et al., 1999). Se utilizé el programa EC | (1,8 v)
del electroporador Micropulser (Biorad®). Con un tiempo de recuperacidon 6ptimo de
entre 3,80y 5,40 ms.

Las células se dejaron en 1 ml de LB a 37°C durante 1 h-1,30 h y posteriormente
se sembraron en placas de medio 2xTY que llevan cloranfenicol (resistencia propia de
las E. coli ET12567 dam’) kanamicina (resistencia del plasmido conjugativo) y
apramicina (resistencia del trasposén Tn5062). Tras 2 dias de incubacién a 37°C, una
de las colonias transformantes se pone a crecer una noche en 5 ml de LB + 1% glucosa

con los tres antibidticos de resistencia (Clo, Km, Amp). Los 5 ml se concentran en 0,5

35



Il. MATERIAL Y METODOS

ml y se hacen 3 lavados con LB para eliminar el antibidtico. Paralelamente se extraen
esporas frescas de una placa de S. coelicolor y se resuspenden en 0,5 ml de R5. Estas
esporas se incuban 10 minutos a 50°C, transcurrido este tiempo se mezclan las
esporas y las células ET12567 dam  (transformadas con el cdsmido que lleva la
insercidn en el gen de interés), y se siembran en placas de SFM enriquecido con 10mM
de MgCl,. Al dia siguiente se cubren las placas con acido nalidixico (para impedir el
crecimiento de las células de E. coli) y apramicina (para seleccionar los transformantes
de S. coelicolor), las placas se dejan incubando a 30°C durante 48-72 horas tras las
cuales se comienza la siembra de las colonias aisladas de Streptomyces, en forma de
pequefios parches, en placas de kanamicina y apramicina de forma paralela. Las
colonias resultantes de una doble recombinacion creceran en las placas de apramicina
(resistencia del transposén Tn5062) pero no en placas con kanamicina. Tras resembrar
entre 200-600 colonias y dejar incubar las placas 3-4 dias se obtienen entre 1-4
colonias de S. coelicolor doble-recombinantes (crecen en am y no en km). A estas
colonias se les dan varios pases de siembra en placas de GLM con am y paralelamente
en placas con km (para confirmar la doble recombinacidn) y finalmente se siembran en
placas de SFM con apramicina para guardar las esporas a partir de una colonia aislada.
Los mutantes son comprobados por PCR con los oligonucleotidos:

ApraF: 5' ATTTTAATGCGGATGTTGCG 3'

ApraR: 5’ CTCACGGTAACTGATGCC 3’

KanaR: 5' TCGGTCATTTCGAACCCC 3'

KanaF: 5' GATGGCTTTCTTGCCGCC 3!

Dandose por buenos aquellos en los que amplifica la banda del gen de la
apramicina (1300 pb) y no del gen de la kanamicina (794 pb).

Posteriormente y para una comprobacién completamente fiable se realizan
hibridaciones tipo Southern Blot en las que se utiliza como sonda el fragmento de 3442
pb resultante de la digestién Pvull del vector pQM5062 (5795 pb), que se corresponde
con el trasposdn Tn5062 marcandolo con digoxigenina. Para la realizacion del Southern
se extrae ADN cromosdmico de los mutantes y se digiere con Sall (se digiere como
control también el ADN de los césmidos correspondientes), que corta en el trasposén
dejando un fragmento de 835 pb (unido al resto del cdsmido hasta el siguiente corte

de Sall) y otro fragmento de 2600 pb (unido al resto del cosmido hasta el siguiente
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corte de Sall). Para el calculo del tamafio de las bandas que han de salir en cada
Southern se busca la secuencia del cdsmido correspondiente y la posicién y orientacidn

de la insercidn, (base de datos de http://www.strepdb.com) se digiere virtualmente la

secuencia del cosmido con Sall (NEBcutter V2.0), y de esta forma podemos calcular los
primeros cortes Sall aguas arriba y aguas abajo en relacién a la posicién del trasposén

y sumandoles 835 o 3600 pb segun la orientacién del mismo tenemos los tamafios de

las bandas.

EcoICRI (2074)
Sacl (2076)

~
-
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300bp  op;  egfp Td ter aac(@)IV : OE-R
Tn5062

Fig.ll.1. Esquema del trasposén Tn5062 tomado de Fernandez-Martinez et al., 2011. La flecha
rosa indica el corte Sall dentro de la insercion.

1I.4. ANALISIS MORFOLOGICO DE CULTIVOS LIQUIDOS DE

STREPTOMYCES: FERMENTACIONES.
11.4.1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS.

En la siguiente tabla se muestran los microorganismos empleados en este

trabajo:
Organismo Cepa
Streptomyces coelicolor M145
Streptomyces coelicolor M600
Streptomyces cattleya NRRL8057
Staphylococcus aureus ATCC 6538P
Streptomyces tsukubaensis NRRL 18488
Saccharomyces cerevisiae TB-23
Escherichia coli dam™ dem’ ET12567
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Las cepas de Streptomyces se conservaron en forma de esporas en glicerol al
20% a -80°C (Kieser et al., 2000). El resto de microorganismos se conservaron en
forma de células vegetativas también en glicerol al 20% y a -°80°C.

11.4.2. MEDIOS DE CULTIVO.

a) Medios para Streptomyces coelicolor y Streptomyces cattleya.

Medio GLM: (para el seguimiento del ciclo de vida en medio sélido)
. 5 g/l de glucosa.
. 4 g/l de levadura.
. 5 g/l extracto de malta.
. 0,5 g/l MgS0,4.7H,0.
. 20 g/l de agar.
Después de esterilizar y antes de repartir en placas se suplementa con una

concentracion final de 0,5 g/l K;HPO4 también estéril.

Medio R5A: (para el seguimiento del ciclo de vida en medio liquido)

. 0,25 g/1 K;S04
. 10,12 g/l MgCl,.6H,0
° 10 g/l glucosa.
° 0,1 g/I casaminoécidos Difco®.
. 200 pl (10x) oligoelementos (Kieser et al., 2000)
. 5 g/l Extracto de levadura.
. 21 g/| MOPS.

Ajustar el pH a 6,8 con KOH de una solucién concentrada.

. 20 g/l Agar.

Medio SFM (para la esporulacién)
. 20 g/l Harina de Soja.
. 20 g/1 Manitol.
. 20 g/l Agar.
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b) Medios para Streptomyces tsukubaensis

Medio ISP4 de Difco® (para la esporulacion)

Medio MG (definido para el crecimiento y produccion en medio liquido)
. 50 g/l de Almiddn (Difco®)
. 8,83 g/| acido glutamico
. 21 g/l MOPS
. 0,2 g/l MgS04-7H,0

. 1 ml/l CaCl, 9 mM

. 1 ml/I NaCl 17 mM

° 166,6 ml KH,PO4 + K;HPO4 15 mM (2,5 mM final)
° 0,450 ml/l oligoelementos 10x

Ajustar a PH 6,5 con NaOH
Oligoelementos MG para 100 ml de una solucién 100x;
° 0,39 g CuS0O,4-5H,0
° 0,057 g H3BO3
) 0,037 g (NH4)sM070,4:4H,0
° 0,061 g MnSQO4-H,0
. 8,8 8 ZnS0,4-7H,0

¢) Medios para Staphylococcus

Medio TSB:
e 15g/I TSB Merk®.
e 10g/l agar.
Medio LB: Sambrook et al., (2001).

d) Medios para Saccharomyces cerevisiae
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Medio YEDPA:
. 20 g/l Bacto peptona
. 10 g/| Extracto de levadura
. 20 g/l Glucosa
. 20 g/l Agar

e) Medios de cultivo para E. coli

Medio 2XTY:
. 5 g NaCl.
o 15 g Triptona.
. 10 g Extracto de levadura.

Se reparte en botellas de 100 ml. En caso de que se quiera sélido se afade 1,5 g de

agar por botella.

Medio LB enriquecido con glucosa:

. 5 g NaCl.
. 5 g de extracto de levadura.
) 10 g de triptona.

Anadir 1% de glucosa a la mezcla. Se reparte en botellas de 100 ml. En caso de que se

quiera sdlido se afiade 1,5 g de agar por botella.

11.4.3. CONDICIONES DE CULTIVO.

Los cultivos en medio sélido para el seguimiento del ciclo de vida se hicieron en
placas Petri de 8,5 cm de didmetro con 25 ml de medio GLM (Novella et al., 1992) por
placa. El medio de cultivo se cubrid con discos estériles de celofan antes de la
incubacién (Méndez et al., 1985). Las placas fueron inoculadas con 100 ul de una
suspension de esporas frescas previamente obtenidas en medio de cultivo SFM/ISP4

(dependiendo de la cepa) y cuantificadas (10® esporas/ml). La incubacién se realizé a
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Los cultivos en medio liquido se hicieron en matraces de 100 ml con 20 ml de
medio R5A/MS a 30°C (28°C para S. cattleya) y 200 rpm, los matraces fueron
inoculados directamente con esporas frescas (no congeladas) a diferentes

En este trabajo, se ha desarrollado una nueva metodologia de cultivo a partir
de lo que hemos denominado “inéculos condicionados” dichos indculos, consisten en
la incubacién de un matraz con una concentracién de esporas frescas del orden de 6,6
x 10® esporas/ml (aprox.), durante 14 dias. Estos cultivos se emplean como inéculos
para iniciar nuevos cultivos que hemos denominado “cultivos condicionados”

(Resultados 111.3.2a).

11.4.4. CUANTIFICACION DE ANTIBIOTICOS.

La cuantificacién de tienamicina se ha realizado mediante bioensayo frente a
un organismo sensible: Staphylococcus aureus. Los caldos de cultivo fueron afiadidos
directamente a discos de antibiograma estériles de 5 mm de didmetro. Dichos discos
el microorganismo indicador previamente inoculado. Estas placas se dejaron 1 hora a

4°C, y posteriormente 24 horas a 37°C. La concentracién de antibiético se cuantificé

- v/ v - - ____ y_ _ - ___

extrapolando el didmetro de los halos obtenidos con curvas patrén realizadas
previamente utilizando imipenem (Merck®), derivado comercial de la tienamicina
(Gonzalez J. A., 2003).

La actinorrodina y la undecilprodigiosina se cuantificaron
espectrofotométricamente siguiendo la metodologia descrita por Kiesser et al., (2000).

El tacrolimus (FK-506) se cuantificé mediante bioensayos frente a la levadura
sensible Saccharomyces cerevisiae TB-23 (Arndt et al., 1999). La levadura se resiembra
para su mantenimiento en placas de YEDPA, se incuba a 30°C 2-3 dias y se conserva a
4°C. Para el bioensayo se inoculan matraces con 100 ml de YEDPA con el asa de
siembra tras rascar la levadura de la placa previamente guardada y se ponen a incubar
a 30°C y 300 rpm hasta que el cultivo alcance una densidad éptica de 2 a 600 nm. Una
vez alcanzada la densidad éptica se afiaden 3 ml del cultivo a 60 ml de YEDPA (1,5 %
agar) a una temperatura maxima de 42°C. Posteriormente se vierte el medio con el

microorganismo en placas Petri (25 ml por placa) y se deja 15 min en campana para
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que el agar solidifique, en estas placas se hacen pocillos con un “sacabocados” de 4 cm
de didmetro. En cada pocillo se colocan 50 pl de muestra y las placas se dejan
bocarriba durante 2 horas a 4°C para permitir la difusién del tacrolimus. Después se
dejan a 30°C durante 24 h para permitir el crecimiento de la levadura. Finalizado este
tiempo se mide el didmetro de los halos de inhibicidn y se estima la concentracion
utilizando una recta patrén generada con tacrolimus puro (aportado por la empresa

Antibioticos S.A., Ledn).

11.4.5. MEDIDA DE ACTIVIDAD HEXOQUINASA.
La presencia de actividad hexoquinasa en el medio extracelular se analizé en las
fracciones del micelio por el método Chou y Wilson (1975). Los reactivos empleados

fueron de Sigma®.

11.4.6. GELES DE ACTIVIDAD NUCLEOLITICA: ZIMOGRAMAS.

Las nucleasas se separaron en un gel SDS-PAGE al 12% (Laemmli, 1970)
conteniendo 10 pg/ml de ADN de timo de ternera (Sigma®). El SDS de estos
experimentos fue de USB-US75819 de Amersham Biosciences®. Después de la
electroforesis, las proteinas se renaturalizaron mediante lavados repetidos del gel con
un tampédn de renaturalizacidn (Tris-HCI 25 mM pH 8.8, EDTA 1 mM, [-mercaptoetanol
7 mM) durante dos horas a 4°C. La actividad nucleolitica se visualizé por incubacion de
mercaptoetanol, 10 mM MgCl,, 10% DMSO (Nicieza et al., 1999), seguido por tincidén
con bromuro de etidio y analisis bajo luz UV. Como controles positivos se emplearon

nucleasa micrococal y DNAasa | de pancreas bovino (Amersham Pharmacia Biotech®).

11.4.7. CUANTIFICACION DE LOS RIBO-DESOXIRRIBONUCLEOTIDOS LIBRES.

Los ribonucledtidos y desoxirribonucleétidos libres fueron cuantificados en los
extractos celulares después de la extraccién con acido perclérico. Para ello, las
30 minutos en hielo. Los sedimentos conteniendo los acidos nucleicos se descartaron
por centrifugacién a 10000 rpm vy los sobrenadantes conteniendo los ribo- vy

desoxirribonucledtidos libres se usaron para calcular las cantidades de estos

42

, { Eliminado: .0

P { Eliminado: .




Il. MATERIAL Y METODOS

mondmeros. Lo ribonucleétidos y desoxirribonucledtidos fueron analizados de acuerdo
con los métodos de Schneider (1957) y Burton (1956) respectivamente. Las
determinaciones fueron repetidas tres veces. Los valores se estandarizaron con

respecto al peso fresco.

1.4.8. TECNICAS DE FLUORESCENCIA.

a) Tincién de viabilidad celular.

Se utilizd el ensayo descrito con anterioridad en Streptomyces (Fernandez y
Sanchez, 2001; Fernandez y Sanchez, 2002). Este ensayo implica la tincién de las
células con un ioduro de propidio (IP), y con SYTO 9, colorantes fluorescentes que
tifien acidos nucleicos (LIVE/DEAD Bac-Light Bacterial Viability Kit, Invitrogen®, L-
13152). El SYTO 9 (flouorescencia verde) tifie el ADN de todas las células estén sus
membranas dafadas o no. El IP (fluorescencia roja) por el contrario, penetra sélo en
las bacterias con las membranas danadas, y en las proporciones empleadas desplaza al
SYTO 9, causando una reduccion en la fluorescencia verde cuando ambos colorantes
estan presentes. Asi, en la presencia de ambos, las bacterias con las membranas
intactas aparecen con fluorescencia verde, mientras que las que tienen su membrana
comprometida aparecen rojas (Haugland, 2002). La mezcla de colorantes se prepard
como recomienda la firma comercial (Invitrogen®), y se afiadié directamente sobre la
muestra micelial. Las muestras se tifleron durante 10 minutos, y se observaron en un
microscopio de fluorescencia laser confocal (Leica® TCS-SP2-AOBS) a una longitud de
onda de 488 nm y 568 nm de excitacion, y 530 nm (verde) y 630 nm (rojo) emisidn. Las
imagenes se combinaron usando el programa “Leica Confocal Software”. En algunos
casos las muestras también fueron observadas en el microscopio de contraste de
interferencia de Normanski que estd accesible en el mismo equipamiento.

b) Tincién de membranas.

Se empled el colorante fluorescente “N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(p-
diethylaminophenyl-hexatrienyl) pyridinium dibromide” (FM 4-64), que tifie la
membrana plasmatica de las células (Vida y Emr, 1995) y que ya habia sido usado con
anterioridad en Streptomyces (Grantcharova et al., 2003; Manteca et al., 2005a). El
colorante se anadio directamente al medio de cultivo, a una concentracion final de 1

ug/ml, condiciones que no afectaron al crecimiento (Fishov y Woldringh, 1999). En los
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tiempos apropiados, se tomaron muestras de cultivo que se procesaron para
microscopia del mismo modo descrito arriba para los ensayos de viabilidad. Las
secciones se observaron al microscopio ldser confocal a una longitud de onda de 550
de excitacién y 700 de emision.

¢) Tincién de paredes celulares.

. { Eliminado: .

/{Eliminado: .
********************************************************* S {Eliminado: .

~

ambiente, posteriormente se lavaron dos veces con PBS, y se bloquearon con 2% de \‘[Eliminado:.

o J

seroalbumina bovina (BSA, Sigma®) en PBS durante 5 minutos. La vancomicina BODIPY

P { Eliminado: .

15 minutos. Después las muestras fueron lavadas dos veces con PBS y observadas en el
microscopio confocal a una longitud de onda de la excitacidon de 505 nanémetros y de
la emisién de 513 nandmetros.

d) Expresién de la Proteina verde fluorescente.

Se utilizé la cepa S. coelicolor M600 con el promotor del gen redD fusionado a
la proteina verde fluorescente (GFP) (Sun et al., 1999), analizdndose los cultivos a las

90 h en el microscopio confocal Leica TCS-SP2-AOBS (480 nm).

1.4.9. ANALISIS FLUORIMETRICOS DE LA  DIFERENCIACION EN
FERMENTACIONES
La medida de los procesos de diferenciacién en cultivos liquidos
(fermentaciones) se ha automatizado mediante el empleo de los colorantes
fluorescentes de viabilidad comentados arriba unidos a medidas de intensidad de
fluorescencia mediante el empleo de un fluorimetro (Perkin-Elmer® LS 50B)
(Longitudes de onda de excitacion 480 nm para el IP y 545 nm para el SYTO9;
longitudes de onda de emisiéon 500 y 610 nm respectivamente). Utilizando 1 ml de
cultivo de Streptomyces coelicolor en cada cubeta de fluorimetro mezclados con 1 ml
de mezcla de colorantes vitales (0,5 ml IP y 0,5 ml SYTQ9). Se realizaron cultivos por
duplicado (dos réplicas bioldgicas) y 3 medidas de cada cultivo (réplicas
metodoldgicas). Las medidas se tomaron cada 10 horas de cultivo desde las 10 h hasta
las 100 h y cada 20 h hasta las 160 h. (Yagilie et al., 2010). El uso de volumenes de

medida relativamente grandes (2 ml) fue importante para conseguir medidas
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reproducibles, ya que los cultivos de Streptomyces no son homogéneos: Streptomyces
forma pellets de gran tamafio que al usar volimenes de medida pequefios generan

gran variabilidad.
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III.LRESULTADOS

I.1. ANALISIS MEDIANTE TECNICAS DE BIOLOGIA DE SISTEMAS (TRANSCRIPTOMICA
Y PROTEOMICA) DE LOS PROCESOS DE DIFERENCIACION DE STREPTOMYCES

Tal como se ha comentado en la introduccién, nuestro grupo de investigacion
ha realizado recientemente experimentos de protedmica cuantitativa sobre las
diferencias en la expresion de proteica durante las fases de Ml y Ml en cultivos sélidos
(Manteca et al., 2010), con el objetivo ultimo de descubrir las proteinas que estan
regulando las fases del ciclo de desarrollo descrito inicialmente desde un punto de
vista fundamentalmente morfolédgico. En esta tesis doctoral hemos continuado con el
desarrollo de estos experimentos, aplicando esta vez transcriptomica en lugar de
protedmica para el estudio de las fases de Ml y Mll, y también hemos extendido estos
experimentos al estudio de los procesos de muerte celular programada, mediante el
empleo de ambas técnicas (protedmica y transcriptomica).

lI.1.1. TRANSCRIPTOMICA DE LOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS
DURANTE LAS FASES DE MI 'Y MII EN CULTIVOS SOLIDOS DE S. COELICOLOR

a) Fraccionamiento de las fases de Ml y Mll en cultivos sdlidos de S. coelicolor M145

Uno de los principales problemas a la hora de hacer experimentos de biologia
de sistemas en una bacteria micelial como es Streptomyces, es el hecho de que las
distintas fases de diferenciacién, asi como los procesos de MCP coexisten durante el
ciclo de desarrollo. En un trabajo previo de protedmica, hemos solventado este
problema desarrollando una técnica de fraccionamiento celular del MI viable,
mediante la obtencién de protoplastos a las 16 horas de cultivo (las células muertas
del MI tienen sus membranas dafadas y forman protoplastos inestables); y del Mill
mediante lavados repetidos con tampones salinos para eliminar la proteina
extracelular liberada durante la lisis del MI (Manteca et al., 2010) (Fig.lll.1.). Siguiendo
esta metodologia, se prepararon cuatro muestras diferentes: una muestra de Ml viable
(protoplastos obtenidos a las 16 horas, Mligh); y tres muestras de Mil obtenidas a las
24 horas (sin cubiertas hidrofébicas, micelio sustrato del ciclo de desarrollo
tradicional), a las 48 horas (con cubiertas hidrofébicas, micelio aéreo del ciclo

tradicional), y a las 72 horas (micelio esporulante) (Fig.111.1)

49



I1l. RESULTADOS+ - - - {Con formato: Derecha

Mll24n
Rodlinas/chaplinas
cubiertas hidrofobicas

Milssh  p

MI 16h
Streptomyces coelicolor

NS ssromms
\%o Jurs.

MIll24n MIl4sh MIl72h

Fig.lll.1. Arriba, representacion grafica de las fases del desarrollo en las que hemos estudiado
la expresion diferencial de genes. Abajo, fotografias de microscopia laser confocal (colorantes
de viabilidad IP y SYTO9) de las muestras recogidas para el estudio después de su
fraccionamiento. Notese la ausencia de micelio muerto (tincidn roja con IP) en todas ellas.

b) Identificacidn y cuantificacién de los genes de S. coelicolor M145 diferencialmente

expresados durante el desarrollo

Tal como se ha indicado en el apartado anterior, en este experimento se
analizaron 4 muestras (Mlygn, Mllyan, Mllagn y Mlls2,), de las cuales se tomaron tres
réplicas bioldgicas (12 muestras en total). Se wusaron tres micromatrices
independientes para cada réplica bioldgica, normalizando los valores de abundancia
frente a ADN gendmico (Fig.lll.2). Los datos se normalizaron utilizando una
normalizacién tipo “cIm”, y se seleccionaron los valores de abundancia de los genes
con un valor p menor o igual de 0,05. Posteriormente se filtraron los valores
seleccionados en funcién de su reproducibilidad entre réplicas bioldgicas. Se
seleccionaron los valores de abundancia de aquellos genes con un coeficiente de
variacion menor o igual de 0,25 entre las tres réplicas bioldgicas analizadas,
seleccionandose un total de 1901 genes (24% de todas las ORFs de S. coelicolor). La

reproducibilidad de los valores da abundancia de estos genes se ilustra en la figura

- {Eliminado: 1
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HIBRIDACION (3 arrays independientes)

Replica Biologica 1
Cy3 Mlieh + Cy5 ADNg | Cy3 MIl4sh + Cy5S ADNg
Cy3 Mll24n + CyS ADNg | Cy3 MllI72n + Cy5S ADNg

Replica Biolégica 2
Cy3 Mliéh + Cy5 ADNg | Cy3 MIl4sh + Cy5 ADNg
Cy3 Mll24h + Cy5 ADNg | Cy3 MII72n + Cy5 ADNg

> BIOINFORMATICA

Replica Biologica 3
Cy3 Mlieh + Cy5 ADNg | Cy3 Mllash + Cy5 ADNg
Cy3 Mll24n + Cy5 ADNg | Cy3 MII72n + Cy5 ADNg

Fig.lll.2. Representacion esquematica del disefio experimental de los analisis de
transcriptomica de las fas MI-MII.

Una vez que filtramos por los valores reproducibles entre réplicas biolégicas
(Fig.Ill.3a), hemos ordenado los valores de abundancia de cada gen (log2 MII/MI) en
orden creciente (Fig.lll.3b). Como era de esperar, los valores de abundancia de la
mayoria de los 1901 genes cuantificados no presentan grandes variaciones entre los
Ml y MII (valores logaritmicos de abundancia cercanos a 0), mientras que unos pocos
genes estan claramente regulados al alza en el MIl (valores positivos) o en el Ml
(valores negativos) (Fig.lll.3b). En consecuencia, los valores obtenidos son
reproducibles entre réplicas bioldgicas (Fig.lll.3a), y ademas tienen significado

bioldgico (Fig.Ill.3b).
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Fig.l11.3. a) Valores de abundancia relativa de las 3 réplicas bioldgicas de cada muestra frente el
ADN gendmico. b) Valores de abundancia relativa medios de las tres réplicas bioldgicas (Log2
MII/MI) para cada uno de los 1901 genes cuya abundancia se cuantifico en este trabajo. Los
genes con valores cercanos a cero (la mayoria) varian poco entre MI-MlI. Los genes con valores
positivos estan regulados al alza en MII. Los genes con valores negativos estan regulados al
alza en MI.

A continuacion, se agruparon los valores de abundancia de estos 1901 genes,
identificados y cuantificados de forma fiable en categorias funcionales (Figs.lll.4 y 1I1.5).
En todos los casos se tom6 como referencia el Mlign, Yy se mostraron los cocientes de
los Mllyan/Mlsgn, Mllggn/Mlign y Mllzon/Mlgn en valor logaritmico. En consecuencia,
valores negativos indican genes regulados al alza en el MlI, y valores positivos indican

genes regulados al alza en el Ml (Figs.lll.4 y 111.5). Al igual que sucedia con el proteoma
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(Manteca et al., 2010a, b), con muy pocas excepciones, los mismos genes estan
regulados al alza o la baja en todos las fases de Ml analizadas (Mll,4p, sustrato; Mllsg,
aéreo; Mll;,,, esporas). Ademads, la inmensa mayoria de los genes codificando
proteinas implicadas en el metabolismo primario estan reguladas al alza en el M,
mientras que los de metabolismo secundario lo estan en el Ml (Fig.lll.4). También se
ha visto que la mayoria de los genes que codifican transposones y secuencias de
insercidn estan regulados al alza en el MIl, mientras que los genes relacionados con la
conjugacion, recombinacion y mutagénesis lo estdan en el MI (Fig.lll.5). El posible

significado de todos estos datos se discutira en la Discusion.

METABOLISMO PRIMARIO METABOLISMO SECUNDARIO CATABOLISMO / DEGRADACION

-4

MI genes MII genes MI genes MII genes MI genes ______MII genes

—
T

=
=

-4 -2 0 2

— ——— ) 4
-4 -2 0 2 4 METABOLISMO DE LIPIDOS
= TRANSPORTADORES Y SECRETADAS MI genes MII genes
MI genes MII genes
-4 -2 0 2 4
ESTRES Y DEFENSA
— MI genes MII genes

i|”|”l|ihm;.

i

|

2 0 2 4 4 53 0 2 e 2 0 >
ABUNDANCIA Log2 ABUNDANCIA Log2 ABUNDANCIA Log2

Fig.lll.4. Agrupacion de los genes diferencialmente expresados en las fases MI-MIl en
categorias funcionales. La categoria de metabolismo primario incluye: Genes codificando
proteinas de replicacion de ADN/ARN, cadena respiratoria y ciclo de Krebs, glucdlisis y
gluconeogénesis, ruta de las pentosas fosfato, metabolismo de aminodcidos y del nitrégeno,
metabolismo de nucledtidos, otros enzimas anabdlicos, traducciéon y plegamiento de
proteinas, nucleasas y metilasas; la de metabolismo secundario incluye tanto genes
codificando proteinas de sintesis de metabolitos secundarios, como de diferenciacion,
septacion de las hifas y esporulacion.

= MII240/MI16h
® MIT48h/MI16h
= MII720/MI16h
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Fig.lll.5. Continuacion de la figura 111.20. La categoria funcional de proteinas reguladoras
incluye reguladores transcripcionales, kinasas/fosfatasas y otras proteinas reguladoras.

Tal como se discutird en detalle mas adelante, estos resultados corroboran los
datos que nuestro grupo de investigacion ha obtenido durante los ultimos 10 afios: el
MI compartimentalizado es el micelio vegetativo de Streptomyces y tiene mayor
expresion de los genes del metabolismo primario; mientras que el MIl multinucleado
es el micelio diferenciado productor de metabolitos secundarios, destinado a la
esporulacion y con mayor expresion de los genes implicados en la sintesis de
antibidéticos (ActVA, SCO5077; actll-4, SCO5085; redF, SCO5898 etc.), formacion de
cubiertas hidrofébicas (rdlA, SCO2718; chpE, SCO1800; ramS, SCO6682, etc) y
esporulacion (divIVA, SCO2077; Sfr, SCO2607; “partitioning or sporulating protein”,
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SCO1772; etc.) desde tiempos tan tempranos como las 24 horas (micelio sustrato)
(Tabla suplementaria 1).

Cuando se compara la abundancia de los genes identificados en esta tesis
mediante transcriptémica, con las abundancias de las proteinas identificadas
previamente en nuestro grupo de investigacién mediante protedmica (Manteca et al.,
2010a, b), podemos ver que de las 53 ORFs identificadas en ambos casos, 30 tienen
unos valores de abundancia similares (proteinas/genes de MIl o Ml en ambos casos);
mientras que 23 tienen valores de abundancia diferentes en funcién de si analizamos
genes o proteinas, o las distintas fases de Ml (Fig.lll.6). Ademas, de estas ultimas 23
ORFs solo 10 tenian discrepancias en sus valores de abundancia significativos (mayores
de 2; log2 1), lo que nos deja con una correlacion muy buena entre los datos de

protedmica y transcriptémica.

23 ORFs
I M1l

a 30 ORFs
I

L "l'[””H”

GENES
= MITzaw/MT1en

= MIT72u/MIen

PROTEINAS
o MITzaw/MIren
M7/ ™M Ten

-5 -3 1 3 5 -5 3 5

ABUNDANCIA Log2 ABUNDANCIA Log2

Fig.lll.6. Valores de abundancia de los 53 ORFs que encontrados por protedmica vy
transcriptomica. 30 valores coinciden en ambos andlisis mientras que 23 son diferentes.

L Trm—

g TTIRTTT
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lI.1.2. PROTEOMICA Y TRANSCRIPTOMICA DE LAS PROTEINAS Y GENES
DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS DURANTE LOS PROCESOS DE MCP

a) Fraccionamiento de células vivas y muertas durante los procesos de MCP en

Streptomyces coelicolor M145

Tal y como se ha comentado varias veces a lo largo de esta tesis doctoral,
Streptomyces es una bacteria micelial con un ciclo de desarrollo en el que se producen
fendmenos de MCP. Los segmentos vivos y muertos coexisten en la misma hifa
durante la MCP del MI que precede a la diferenciacion del MIl (Fig.lll.7), y su
separacion es uno de los principales retos metodoldgicos a la hora de hacer un estudio

de biologia de sistemas de este proceso.

Fig.lll.7. Microscopia laser confocal de una hifa joven de MI (S. coelicolor) durante la fase de
MCP. Se aprecian los segmentos vivos (verde) y muertos (rojo) en la misma hifa de MI. Notese
la espora de la que se origind la hifa en el extremo derecho de la imagen.

Para ello, en un trabajo previo de nuestro grupo de investigacién se desarrollé
una metodologia consistente en la obtencion de protoplastos durante la fase de MCP
del primer micelio compartimentalizado (MI) (Manteca et al, 2006a). En tiempos
tempranos (9 horas) se pueden obtener muestras de protoplastos enriquecidos en
células que se estan muriendo (tincidn roja con IP); en tiempos mas tardios (13 horas)
se obtienen muestras de protoplastos enriquecidas en células viables (tincion verde

con SYTO 9) (Fig.l11.8b), lo que se debe a que las membranas de los segmentos muertos
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del MI ya estdn demasiado dafiadas pera permitir la formacién de protoplastos
estables. A pesar de que el fraccionamiento de células vivas y muertas no fue eficiente
al 100%, un analisis del estado de integridad del ADN cromosdémico (Fig.lll.8c), de las
actividades nucleoliticas inducidas durante la MCP (Nicieza et al. 1999) (Fig.lIl.8d), el
estado del ARN (Fig.l11.8¢e) y las cantidades de nucledtidos libres (Fig.Ill.8f) demostraron
que las muestras estaban lo suficientemente enriquecidas en protoplastos vivos y
muertos para detectar la degradacién del ADN y ARN, asi como las bandas de actividad
caracteristicas de la nucleasa de 29 kDa selectiva de secuencias ricas en GC (Cal et al.
1995; Manteca et al. 2006b), y grandes cantidades de nucleétidos libres (sobre todo
ribonucledtidos) en la muestra de células muertas (9 horas), pero no en la de células

vivas (13 horas).

d

MII ‘S(USTRATO Muerte temprana M| (9h) Muerte tardia M| (13h
24h
MCP
e 4 R cubiertas
Mcf/ \‘Ml |?2h hidrofébicas

Streptomyces coelicolor j * \\[

3 ) WADN
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Fig.l11.8. a) Esquema del ciclo de desarrollo de Streptomyces. b) Fotografias con microscopio
laser confocal y colorantes vitales (IP/SYTO9) de las fases de muerte en las que se recogieron
las muestras (paneles superiores), y de las muestras después de su procesamiento
(protoplastos; paneles inferiores). c) Gel de acrilamida en el que se observa la degradacion del
ADN cromosomico a las 9 h y la ausencia de degradacion a las 13 h. d) Gel SDS-PAGE en el que
se observa la existencia de actividad nucleasa a las 9 h y la ausencia a las 13 h. e) Electroforesis
en nano chip de ARN en la que se observa la degradacién del ARN a las 9h y la integridad del
ARN a las 13 h. f) Cantidad de nucleétidos libres existentes en la muestras 9y 13 h.
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Con esta metodologia sencilla, ademas de separar células vivas de muertas, se
esta seleccionando por las células que estan en los estados mas tempranos de la MCP,
aquellos en que la membrana esta dafiada (tincidn con IP), pero que tienen estabilidad
suficiente para formar protoplastos. Estos protoplastos “muertos” suponen un estado
muy transitorio, y se pueden obtener en tiempos tempranos de la MCP (9 horas), pero
no en tiempos mas tardios (13 horas). De hecho, los protoplastos muertos son muy
inestables, y deben ser procesados rapidamente ya que de lo contrario se lisan y
desaparecen.

b) Identificacidon y cuantificacion de las proteinas de Streptomyces coelicolor M145

diferencialmente expresadas durante la MCP

Tal como se detalla en material y métodos, se usaron dos réplicas bioldgicas de
células vivas y muertas que a su vez se fraccionaron en citosol y membranas. Las
proteinas se procesaron para su analisis protedmico mediante la técnica de marcaje

isobarico (iTRAQ) seguido de un analisis de LC-MS/MS (Fig.I11.9).

Proteomica

Micelio
9y 13h)
|
| I

Células muertas Células vivas
(9h) (13h)

I—k_\ I—k_l

| Citosol | |Membrana| | Citosol ] |Membr'ana|

| SDS PAGE (dos réplicas bioldgicas, 8 calles) |

| Digestion del gel (6 muestras por calle) |
P H P W S

113 114 115 1 13 114

Citosol . Membraha
HHH HHH
12 LC-MS/MS

Fig.lll.9. Disefio experimental del analisis proteémico de las fases de muerte celular
programada.

Usando los criterios de identificacion detallados en material y métodos, se
identificaron de forma fiable un total de 542 proteinas (7% del proteoma de S.
coelicolor) (Fig.Ill.10a). La mayoria de las proteinas identificadas (301), se localizaban
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en la fraccion de membrana; 132 se localizaban en la fraccién citosédlica; y 109 se
detectaron en ambas fracciones (Fig.lll.10a). Los valores de abundancia relativa (ratio
vivo/muerto) fueron reproducibles entre las réplicas bioldgicas (Fig.l11.10b). Ademas, y
como es esperable, los valores de abundancia fueron menos variables entre réplicas
metodoldgicas de la misma muestra (log2 ratios muerto/muerto y log2 ratios vivo/vivo

cercanos a 0; puntos rojos en Fig.l11.10b) que entre las células vivas y muertas (puntos

a b
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azules en la Fig.111.10b).

Fig.ll1.10. a) lzquierda, diagrama de Venn ilustrando las proteinas identificadas en las
fracciones citosolica y de membrana; derecha, nimero de proteinas sin péptido sefial ni
dominios transmembrana (0), con al menos un dominio transmembrana (TM), o con un
péptido sefial (S) en las distintas fracciones (citosol, membrana, citosol y membrana) b)
Grafica de reproducibilidad entre réplicas metodoldgicas (puntos rojos) y bioldgicas (puntos
azules).

A continuacion, y usando los datos de abundancia relativa de estas 542
proteinas, se compararon las diferencias entre los proteomas de las células vivas y
muertas (Fig.lll.11). Ambos proteomas eran muy similares (log2 iTRAQ ratios cercanos
a 0). Las Unicas proteinas con variaciones significativas (log2 iTRAQ ratios mayores que
1 o menores que -1; tal como se describe en material y métodos) fueron proteinas de
metabolismo primario: proteina ribosomal 505 L9 (SCO3909, log2 Muerto/Vivo 1,49),
factor de elongacién Ts (SCO5625, log2 Muerto/Vivo 1,49), proteina ribosomal 50S
L7/L12 (SCO4653, log2 Muerto/Vivo 1,59), factor Rho terminador de la transcripcion
(5€C05357, log2 Muerto/Vivo 1,15), ADN ligasa (SCO7522, log2 Muerto/Vivo 1,06); una
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proteina de estrés como scoF2, proteina de estrés por frio (SCO4505, log2
Muerto/Vivo 2,05); y una proteina reguladora, nagE2 (SC02907, log2 Muerto/Vivo
1,01), que es una permeasa clave en la captacién de N-acetilglucosamina, un

importante regulador de la diferenciacion de Streptomyces (Nothaft et al, 2010)

(Fig.111.11 y Tabla Suplementaria 1).

. . . Metabolismo secundario Transportadores Proteinas de estrés .
Metabolismo primario BId/Whi proteinas secretadas y defensa Proteinas reguladoras
Vivo _ Muerto || Vivo _Muerto ~ Vivo _ Muerto  _ Vive _Muerto | Vive Muerto
166 21 1 43 24 = 27 =
proteinas proteinas o proteinas proteinas = proteinas
3
[ ]
I [ |
| |
. | i
'l 1 1
| | 5
304 3 2 4 0 1 2 3|43 2 4 0 1 3 343 24 0 1 2 343 24
11 = 17 ——d | ] - 73
genes genes — genes genes
—
-
Vive ~ Muerto Vive " Muerto Yivo "~ Muerto Vivo " Muerto Yivo " Muerto
Fig.lIl.11. Diferencias entre los proteomas (paneles superiores) y transcriptomas (paneles _ - - { Eliminado: ¢

inferiores) de las células vivas y muertas agrupados en categorias funcionales. Las categorias
funcionales son las mismas descritas en las figuras 111.4 y III.5.

¢) Identificacion y cuantificacion de los genes de S. coelicolor M145 diferencialmente

expresados durante la MCP
Tal y como se comenta en Material y Métodos (apartado 11.1.1), en el caso de

los experimentos de transcriptomica se analizaron 4 réplicas bioldgicas y sus ARNs se

procesaron como se ilustra en la figura.lll.12. Para la cuantificacién de la abundancia

de expresidn génica, sélo se usaron las sondas del “array” con secuencias Unicas y con

valores de abundancia con buena reproducibilidad entre réplicas bioldgicas

(coeficiente de variacion menor de 0,25, 28.255 sondas en total). Las sondas tienen
una media de 60 nucleétidos, y en consecuencia, la mayoria de los genes estan
representados por mas de una sonda, y este fue el siguiente filtro empleado en este

trabajo: de las 28.255 sondas con buena reproducibilidad entre réplicas bioldgicas,
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sélo mantuvimos aquellas con buena reproducibilidad dentro del mismo gen

(utilizando un coeficiente de variacién menor de 0,25) (Fig.111.13).

- -] Eliminado: q
Y o A7 1
\\ ﬂ
\ 1
VT

Con formato: Sangria:

Transcriptomica

Micelio
(9y 13 h)

|
l |

Células muertas (Sh) | células vivas (13h)
Cy5 Cy3
ALl [T
S. coelicolor array (4x44)
(cuatro réplicas biologicas, 8 muestras)

Fig.lll.12. Disefio experimental del analisis transcriptémico de las fases de muerte celular
programada.
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a Genes (302) b )
Proteinas / Genes (30)
92 ":"It ' > "
3 ” S
el L
s T
a X 4 o
\E -2 aFM % -1
g -4 . oo -g 2
£ =
= ) ! : . : Q 3_lPr'i:'telnas (log2 ratio iTRAQ)
e 4 2 0 2 4 6 < = Genes (log2 ratio)
Segunda réplica (Log2 ratio) P

Fig.lll.13. a) Reproducibilidad de los valores de abundancia entre réplicas bioldgicas. b)
Comparacion de los valores de abundancia de las 30 ORFs cuya abundancia se cuantificé en los
experimentos de protedmica (barras verdes) y transcriptémica (barras azules).

Sélo 302 genes pasaron los filtros descritos arriba, una pequefia fraccién del
genoma de S. coelicolor (7825 pautas abiertas de lectura), lo que no es sorprendente si
tenemos en cuenta el alto grado de degradacién del ARN en las células muertas
descrito arriba (Fig.l11.8e). A continuacion, y de la misma forma que se hizo para los
datos de protedmica, se analizaron los valores de abundancia relativa de estos 302
genes agrupados en categorias funcionales (Fig.ll1.13). Al contrario de lo que sucedia
con los proteomas, los transcriptomas de las células vivas y muertas fueron muy
diferentes, siendo el cambio de la mayoria de ellos superior a 2 (log2muerto/vivo
mayor o menor de +1). Esto mismo se observa al comparar los valores de abundancia

de las 30 ORFs detectadas por protedmica y transcriptomica (Fig.l11.13b).

d) Diferencias mds importantes entre los proteomas/transcriptomas de las células

vivas y muertas

A continuacidon nos centramos en el andlisis de aquellas proteinas y genes
expresados mas diferencialmente entre las células vivas y muertas, y cuya funcién

bioldgica era conocida, o se podia atribuir por homologias a funciones relacionadas
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con la diferenciacién celular y de generacion de variabilidad genética (transformacién,
conjugacion, recombinacidn, estrés, division celular y esporulacién, detencién del
crecimiento, regulacion transcripcional) (Fig.lll.14). Estos genes y proteinas incluian
BIdH (AdpA, SCO2792), una proteina de tipo AraC considerada como el “regulador
maestro” a través del cual el gen bldA ejerce sus efectos en la regulacion de la
diferenciacion y la activacién del metabolismo secundario (Chater KF. y Chandra G.
2008), asi como la proteina RecA (SCO5769) implicada en los procesos de
recombinacién génica. También hay proteinas y genes de funcién desconocida pero
gue portan dominios proteicos con homologias con dominios de funcién conocida:
SC04885 una proteina de funcién desconocida que porta un dominio tipo Med
(proteina de competencia de Bacillus; Ogura et al., 2002); SCO1395 porta un dominio
tipo MutT con funcidn de proteccion mutagénica (Setoyama et al., 2011); SCO0172 y
SCO0937 portan un dominio tipo Usp que se ha implicado en la detencién del

crecimiento celular (Liu et al., 2007) (Fig.l11.14).
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Fig.lll.14. a) Esquema de abundancia relativa de los genes expresados al alza en las células vivas (izquierda) y muertas (derecha). b) Representacion
esquematica de las posibles funciones en las que estarian implicados los genes diferencialmente expresados en cada etapa.
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111.2. ANALISIS FUNCIONAL: MUTAGENESIS

La informacién obtenida por nuestro grupo de investigacion con los
experimentos de biologia de sistemas descritos en los apartados anteriores, serd la
base para el disefio de futuros experimentos destinados a caracterizar las rutas
moleculares regulando las etapas de diferenciacion de las fases preesporulantes (MCP,
transicion MI/MIl) no contempladas en el ciclo de desarrollo tradicional (véase Fig.l.3.
en la introduccion). Para ello, haremos mutagénesis sistematica de las proteinas y
genes diferencialmente expresados durante el desarrollo, seguidos de analisis
fenotipicos y analisis de interaccidon proteina-proteina. Todos estos experimentos se
encuentran reflejados en el proyecto de investigacion en el que estd implicado nuestro
grupo de investigacion (ERC Starting Grant, Strp-differentiation 280304; 2012-2016).
Durante la parte final de esta tesis doctoral hemos empezado a desarrollar este
trabajo, escogiendo los genes y proteinas indicados en la Tabla 1 para su mutagénesis
y caracterizacién fenotipica. Tal y como se ha descrito en el apartado Material y
Métodos, para la mutagénesis, hemos utilizado la coleccién de césmidos creada en el
grupo del Prof. Dyson (Universidad de Swansie) (Fernandez-Martinez et al., 2011), en
la que se han interrumpido un 83 % de los genes de S. coelicolor M145 mediante el
trasposon Tn5062 (ver Material y Métodos apartado I1.3).

En primer lugar, comenzamos analizando los genes diferencialmente
expresados durante los procesos de MCP. Hemos comenzado haciendo la mutagénesis
de 8 de los genes mostrados en la Fig.lll.14: genes regulados al alza en las células que
estan comenzando a morir (SC04885, SCO0633, SCO2954, SCO4505, SCO5946) y otros
en las células que permanecian viables (SCO0172, SCO0937, SCO1395). De forma
interesante, las 8 cepas mutantes analizadas tenian una esporulacién tremendamente
acelerada (39 horas en lugar de las 63 horas necesarias para la esporulacidn de la cepa
salvaje; Fig.lll.15). Ademas, los mutantes de 4 de estos genes tenian una produccidn
acelerada de antibidticos (undecilprodigiosina y actinorodina). Estos fenotipos nos
permitieron postular la existencia de puntos de bloqueo de la esporulacién

controlados al menos en parte por estos genes (véase discusion).
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Fig.lll.15. a) Fotografias de cultivos en medio sélido, placas (izquierda) y microscopia confocal (colorantes vitales) (derecha) de mutantes de S. coelicolor. b)
Esquema del ciclo de vida de Streptomyces indicando la fase en la que podrian estar implicados los genes mutados.
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También hemos comenzado a hacer mutagénesis de los genes y proteinas
detectados diferencialmente expresados durante las fases de Ml y Mll (17 genes; Tabla
1). La mayoria de los mutantes analizados tenian fenotipos claros en cuanto a un
adelanto del crecimiento, la produccién de antibidticos o la esporulacidn, y en estos
momentos estamos trabajando en la caracterizacién detallada de sus fenotipos (véase

discusion).
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Tabla 1. En la siguiente tabla se describen de forma general 26 mutantes (en genes que se
expresan al alza en las diferentes fases del ciclo de desarrollo; MCP, Ml y Mll), especificandose
su funcion, su porcentaje de conservacidn medio dentro de algunas de las cepas de
Streptomyces cuyo genoma esta secuenciado (S. avermitillis, S. griseus, S. scabies) y las
diferencias en crecimiento, produccion y esporulacién respecto a la cepa salvaje. + Fenotipo
acelerado; Fenotipo retrasado.

.g S < S
3 § 8| %
GEN FUNCION SR E| 3| 3T
w | © ° ]
c ] g o
5] S o g
SCO1395 MutT 90,2 + ++ | ++
scoo172 | VP 672 | + | 4+ |
Usp
SCO0937 95 + ++ | ++
SCO4885 Med 84,6 + ++ | +++
SCO4505 | Choque térmico 97 - -- --
SCO0633 | Proteina hipotetica 64 - -- --
SC02954 Factor sigma ARN pol 85 -- - --
SCO5946 | membrane protein 48,6 | -- - --
SCO0148 | putative transcriptional regulatory protein 94.5 - |+t -
SCO0517 | hypothetical protein 69,6 = | +++ | -
SCO1119 putative aan-farme transcriptional 956 _ L
regulatory protein
SCO1358 putative LysR-family transcriptional 876 | +++ | 4+t | 444
regulator
SCO1490 | putative NusB-family protein 92 ++ -- -
SCO1504 | putative regulator 57,3 = + --
SC02168 | hypothetical protein 93,6 + ++ | +++
SCO2567 | putative integral membrane protein 75 = |+ | 4
$C03033 putatl.ve integral membrane regulatory 80,6 N . .
protein
SC03042 putative transcriptional regulator 76 + + +
SCO3043 | conserved hypothetical protein 76,6 + + -
SCO3067 | putative anti anti sigma factor 89,6 | ++ - -
SCO4117 | putative membrane protein 60 + + -
$C04920 putative deoR-family transcriptional 893 | ++ i i
regulator
. ) o . +++ |
SCO5249 | putative nucleotide-binding protein 92,3 + N N
SCO6020 | putative transcriptional regulator 79 = ++ -
SCO4505 | cold shock protein 97 - -- -
SCO0527 | cold shock protein 95,3 = ++ +

68



[1l. RESULTADOS

I11.3. OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS EN CULTIVOS LiQUIDOS
DE STREPTOMYCES.

11.3.1. DESARROLLO Y DIFERENCIACION DE STREPTOMYCES COELICOLOR M145
EN CULTIVOS LIQUIDOS.

Tal y como se describe en la introduccion (apartado 1.2.2), nuestro grupo de
investigacion ha estado trabajando a lo largo de los ultimos afios en el estudio de los
procesos de MCP vy diferenciacidon de Streptomyces. Estos estudios condujeron a la
elaboracion de un nuevo modelo de desarrollo para esta bacteria en cultivos en medio
sélido (esporulantes), asi como al desarrollo de una serie de metodologias y protocolos
para el andlisis de los procesos de diferenciacién de esta bacteria: microscopia
confocal para el estudio de la viabilidad y la tabicacion de las hifas (Manteca et al.,
2005a,b); marcadores de lisis celular como la medida de la actividad del enzima
hexoquinasa en el medio extracelular (Manteca et al., 2006b); marcadores de muerte
celular programada como son las actividades nucleoliticas implicadas en la
degradacion del ADN cromosomico(Nicieza et al.,, 1999, Manteca et al., 2006a,b); etc...

En esta tesis doctoral, hemos aplicado estas metodologias al estudio de los
procesos de desarrollo y diferenciacion en cultivos liquidos, condiciones en las cuales

no hay esporulacion y se asumia que no habia diferenciacién.

a) Estudio mediante microscopia laser confocal de los procesos de muerte y

diferenciacion.

Tal como se describe en el aparatado “Material y Métodos”, se analizé el ciclo
de desarrollo en dos condiciones experimentales: cultivos con un indculo inicial de
esporas de 10’ esporas/ml (Fig.ll.16); y cultivos con un indculo de 10° esporas/ml
(Fig.I11.17). En el caso del indculo concentrado, se observé en tiempos tempranos (8 h)
la existencia de un micelio viable compartimentalizado (MI, Fig.lll.16a). Las hifas de
este micelio comienzan a agruparse formando masas (“pellets”) que sufren procesos
de muerte en su interior (Fig.lll.16b). Las hifas viables de la periferia de estas masas
contindan creciendo de forma que hay un aumento del didmetro de las mismas (Fig.
[11.16b, c). Entre las 24 y las 36 horas se produce una detencion en el aumento del
didametro de estas masas (Fig.lll.16c, d), y alrededor de las 48 horas, comienza a

apreciarse en el centro de las mismas el desarrollo de hifas en forma de islotes que
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surgen a partir de los segmentos de micelio que permanecian viables (Fig.lll.16e). El
desarrollo de estos islotes de hifas, asi como de las hifas que permanecian viables en la
periferia de los "pellets" contribuye a una nueva fase de crecimiento que se refleja de
nuevo en el aumento del didmetro de las masas (Fig.lll.16f, g). Ademads, a grandes
aumentos (Fig.lll.16h, i) se observa que estas hifas, a diferencia de las iniciales de Ml
(Fig.lll.16a), practicamente carecen de tabiques, siendo por tanto hifas multinucleadas

(MI1).

C(24h)

232 ym

Detencioén del crecimiento

Detencién del Crecimiento
288 pm

Fig.lI.16. Desarrollo de S. coelicolor a partir de un inéculo de esporas concentrado (10’
esporas/ml). Los cultivos fueron tefiidos con los colorantes fluorescentes de viabilidad IP y
SYTO 9. Las flechas indican los septos del micelio I. Se indican el didmetro de las masas de
micelio y los tiempos de desarrollo. MI: Micelio I; MII: Micelio Il.
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En la figura I1l.17 se muestra un analisis del ciclo de desarrollo mediante el
empleo de un indculo de esporas mas diluido (10° esporas/ml). A grandes rasgos, se
observa el mismo ciclo de desarrollo con las siguientes peculiaridades: se retrasan los
tiempos de detencion del crecimiento y surgimiento del segundo micelio (comparese
Fig.ll.16d-e con Fig.l1l.17d-e); las masas se desarrollan con un didmetro muy superior

al del inéculo concentrado (comparese Fig.lll.16g con I1.17h).

Detencion del crecimiento

J100n)

Detencion del crécimiento

Fig.11.17. Desarrollo de S. coelicolor a partir de un indculo de esporas diluido (10° esporas/ml).
Los cultivos fueron tefiidos con los colorantes fluorescentes de viabilidad IP y SYTO 9. Las
flechas indican los septos del micelio I. Se indican el didametro de las masas de micelio y los
tiempos de desarrollo. Ml: Micelio I; MIl: Micelio II.

71



[1l. RESULTADOS

b) Estudio de la compartimentalizacidn de las hifas en cultivos liquidos de S. coelicolor.

En cultivos en placa (medio sélido) de Streptomyces, se ha descrito la existencia
de dos estructuras miceliales: una compartimentalizada (Micelio |) y la otra
multinucleada (Micelio 1) (Manteca et al. 2005a). Tal como se ha indicado en el
apartado anterior, el mismo tipo de estructuras son visibles en cultivos liquidos con
tinciones de viabilidad. No obstante, las tinciones de viabilidad tifien acidos nucleicos,
y en consecuencia, hemos realizado un estudio detallado de la tabicacién de estas
hifas mediante el uso de colorantes especificos de pared (vancomicina) y membrana
(FM4-64) celulares (Fig.111.18). Lo que observamos es que en tiempos tempranos hay
un micelio compartimentalizado (MI) en el que se alternan células (Fig. Ill.18e-f)
separadas por tabiques compuestos por membranas celulares (Fig.l11.18j), pero con
escasa pared celular (Fig.lll.18k). Este micelio, predomina hasta la fase de MCP y
detencion del crecimiento. El micelio que surge posteriormente en el centro y periferia
de los "pellets" tras la detencidon del crecimiento (ver apartado anterior) es
multinucleado con tabiques esporadicos (Fig.l11.18d, h, i) formados por membranas
(Fig.111.18j, 1), y paredes gruesas visibles tras la tincidn con vancomicina (Fig.lll.18k, m).
En la Figura 111.18g, h se muestra la fase de transicion entre el micelio |
compartimentalizado que forma la periferia de las masas (antes de la detencién del
crecimiento) y el micelio Il multinucleado posterior: los segmentos de micelio |
comienzan a crecer asincrénicamente como un micelio Il multinucleado (Fig.lll.3g), el
cual serad el micelio predominante en tiempos posteriores (Fig.lll.18g-h). Resultados
similares se obtienen al analizar el in6culo diluido (10° esporas/ml), con la salvedad de

un retraso en los tiempos de aparicion del segundo micelio (datos no mostrados).
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Fig.111.18. Presencia/ausencia de tabicacién en las hifas a lo largo del desarrollo en S. coelicolor (inéculo de 107 esporas/ml). Las imagenes (a-i) se corresponden con
tinciones de viabilidad SYTO 9/IP; las imagenes (j) y (I) se corresponden con tinciones de FM4-64 (membranas), las imagenes (k) y (m) se corresponden con tincién
de vancomicina (pared celular). Las flechas indican los septos del micelio I. Las puntas de flecha indican septos que se tifien simultdaneamente con FM4-64 y
vancomicina. Se indican el didmetro de las masas de micelio y los tiempos de desarrollo. MI: Micelio I; Mll: Micelio II.
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c) Los procesos de muerte/diferenciacion en cultivos liquidos de S. coelicolor se

reflejan en las curvas de crecimiento.

La Figura 111.19 muestra las curvas de crecimiento (peso seco y proteina total)
de cultivos en medio liquido de S. coelicolor a partir de un inéculo diluido (10°
esporas/ml) y un inéculo concentrado (107 esporas/ml). Tal y como se ha comentado
en los apartados anteriores, el crecimiento esta claramente retrasado en el indculo
diluido respecto al concentrado. En ambos casos se evidencian dos fases de
crecimiento exponencial que se corresponden con el desarrollo del micelio |
compartimentalizado y el micelio Il multinucleado respectivamente. Ambas fases de

desarrollo estan separadas por una detencion transitoria del crecimiento (Fig.111.19).
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Fig.l11.19. Curvas de crecimiento de S. coelicolor en cultivos liquidos. a) Peso seco (mg/ml) frente al
tiempo (horas). En la parte superior de las figuras se indican las fases del desarrollo (micelio |, detencién
de crecimiento y micelio Il). Las barras indican el error estandar de tres muestras independientes.
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Fig.l11.19. Curvas de crecimiento de S. coelicolor en cultivos liquidos. b) Proteina (mg/ml) frente
al tiempo (horas). En la parte superior de las figuras se indican las fases del desarrollo (micelio
I, detencion de crecimiento y micelio Il). Las barras indican el error estandar de tres muestras

independientes.
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d) Marcadores bioguimicos evidencian la existencia de una muerte celular programada

en cultivos liquidos de S. coelicolor.

En cultivos soélidos se ha descrito la existencia de una muerte celular
programada (Manteca et al., 2006b), cuya caracteristica principal es la de ser un
proceso litico durante el cual se activan de forma especifica y ordenada una serie de
enzimas efectores de muerte, entre los que destacan las nucleasas encargadas de la
degradaciéon del ADN cromosdmico de la propia bacteria (Manteca et al., 2006a,
2006b). Con el fin de analizar la existencia de estos procesos en cultivos liquidos, se
han empleado dos marcadores bioquimicos: por un lado, y como marcador de lisis, se
ha analizado la presencia del enzima citosélico hexoquinasa en el medio extracelular;
por otro, se ha analizado mediante zimogramas la induccién de las nucleasas
inespecificas que caracterizan la muerte celular programada de Streptomyces
(Manteca et al.,, 2006b). Los resultados se muestran en la figura I11.20. Hay una
correlacién perfecta entre los procesos descritos en los parrafos anteriores mediante
tinciones de viabilidad y microscopia laser confocal, y la cinética de estos marcadores
bioquimicos. La liberacién de hexoquinasa y la induccién de actividad nucleolitica se
ponen de manifiesto en el momento en el que vemos procesos de muerte en el centro
de las masas de micelio (Fig.Ill.20 y apartados anteriores). Ademas, se aprecia un claro
retraso en los procesos de muerte en el inéculo diluido (10° esporas/ml) con respecto

. g 7
al indculo concentrado (10 esporas/ml).
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Fig.l11.20. Marcadores bioquimicos de lisis y muerte celular programada. (a) aparicion del enzima citosélico hexoquinasa en el medio
extracelular. En la parte superior de la gréfica se indican las fases del desarrollo (micelio |, detencidn de crecimiento y micelio Il). Las barras
indican el error estandar. (b) y (c) zimogramas mostrando la variacién de la actividad nucleolitica. El tiempo de desarrollo se indica en horas. p
corresponde a la fraccién celular ("pellet"); s corresponde a la fraccion extracelular ("sobrenadante").
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e) La produccién de antibidtico en cultivos liquidos de Streptomyces coelicolor M145 se

correlaciona con los procesos de desarrollo/diferenciacion.

Streptomyces  coelicolor  produce, entre otros, los antibiéticos
undecilprodigiosina y actinorrodina (Hopwood et al., 1995). Un andlisis detallado de la
cinética de produccion de ambos antibidticos ha demostrado la correlacién entre la
aparicién del micelio multinucleado (Mll), y la produccidn de antibidtico (Fig.l1l.21a, b).
De hecho, esta es la primera vez en que la produccion de antibidtico pudo
correlacionarse con la diferenciacion de Streptomyces (Manteca et al., 2008). De
nuevo, hay un retraso en la fase de produccién en el indculo diluido respecto al
concentrado, y dicho retraso es exactamente el mismo que se produce en la fase de
detencion del crecimiento y desarrollo posterior del segundo micelio. Estos datos
sugieren, aunque no lo demuestran, que el Mll es el micelio productor de antibiético.

Con el fin de ver fisicamente que estructura/micelio estd produciendo el
antibidtico, se analizé mediante microscopia laser confocal en una cepa de S. coelicolor
M600 la expresion de la proteina verde fluorescente bajo el control del promotor de
uno de los genes implicados en la sintesis de undecilprodigiosina (redD) (Fig.lll.21c, d;
ver Material y Métodos apartado 11.4.9d). En la figura Ill.21c se muestra una fotografia
de la fase de maxima producciéon para la condicion de indculo concentrado (10’
esporas/ml), que coincide con la fase en que el MIl ocupa el centro y periferia de los
"pellets" (comparese la Fig.lll.16g con Fig.lll.21c). En la figura 111.21d se puede observar
directamente la produccion del antibidtico bajo microscopia de contraste de fases
(color rojo). Resultados similares se obtienen en condiciones de indculo diluido, con la

salvedad de un retraso apreciable en los tiempos de desarrollo.
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Fig.ll1.21. Cinética de produccién de antibidtico en cultivos liquidos de S. coelicolor. (a) Actinorrodina; (b) Undecilprodigiosina. En la parte
superior de las gréficas se indican las fases del desarrollo (micelio I, detencidn de crecimiento y micelio Il). Las barras indican el error
estandar de tres muestras independientes. (c) fotografias fluorescencia que muestra la expresion de la proteina verde fluorescente. (d)
mismo campo bajo contraste interferencial. (e) fotografia de contraste de fases ilustrando la produccion de antibidtico (color rojo) en el
centro de las masas de micelio.
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111.3.2. OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE ANTIBIOTICO EN DISTINTAS
ESPECIES DE STREPTOMYCES MEDIANTE LA MODIFICACION DE LOS PARAMETROS DE
DESARROLLO/DIFERENCIACION EN MEDIO LIQUIDO.

a) Streptomyces cattleya: produccién de tienamicina.

Con el fin de optimizar la producciéon de antibidtico en cepas de interés
industrial bajo el punto de vista del ciclo de desarrollo (mejora de la diferenciacién del
micelio productor: MIl) comenzamos a analizar fermentaciones en medio liquido de S.
cattleya (cepa cedida por Asturpharma S. A). S cattleya, es la cepa de Streptomyces de
la que se aislo la tienamicina por primera vez. La tienamicina, fue el primer compuesto
tipo carbapenema descubierto (Espafia, 1976). Actualmente se conocen mas de 50
antibiéticos que contienen el anillo carbapenema aunque la mayoria son derivados de
la tienamicina. Es un antibidtico B-lactamico de naturaleza inestable, razén por la cual
no se utiliza en clinica como tal, sino que se usan derivados como la imipenema vy la
meropenema en infecciones severas en las que el microorganismo patégeno es
resistente a los antibidticos habituales, a pesar de que hace una década han empezado

a aparecer cepas resistentes (Nordmann y Poeirel, 2002).

La figura I11.22 ilustra el ciclo de desarrollo de S. cattleya en cultivos sumergidos
partiendo de un indculo de esporas (6,6 x 10% esporas/ml). Al igual que sucedia en S.
coelicolor, tras la germinacion de las esporas aparece un micelio compartimentalizado
(MI; Fig.lll.22a-c), pero en este caso, el micelio se agrupa muy poco, permaneciendo
viable durante mas tiempo (comparese la figura 111.22 con 1ll.16). A las 24 horas
(Fig.ll.22d-e) comienza la MCP, observandose segmentos vivos y muertos
alternandose en la misma hifa (Fig.lll.22e). Posteriormente, y en tiempos tardios, se
observa un micelio en el que se pueden ver segmentos “vacios” (por la degradacién del
ADN debida a la actividad de las nucleasas, ya no se tifien con IP), alternando con
largos segmentos multinucleados (Mll; comparese Fig.ll.22a con 22f). Por todo ello, la
diferencia mas clara entre S. cattleya y S. coelicolor reside en la menor agrupacién en

S. cattleya, asi como el menor desarrollo del MII.
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Fig.l1.22. Desarrollo en cultivos sumergidos de S. cattleya a partir de un inéculo de esporas
(6,6 x10® esporas/ml). Las flechas indican los septos del micelio I. Las puntas de flecha en f
indican segmentos muertos de micelio | que han perdido su fluorescencia por accion de las
actividades nucleoliticas. Se indican los tiempos de desarrollo. MI: Micelio I; MIl: Micelio II.

Tal y como se ha apuntado en el apartado anterior, y se ha demostrado
posteriormente mediante estudios de biologia de sistemas (apartado 11l.1), el Mll es el
productor de antibidtico, y dicho micelio surge tras una muerte celular programada y
una detencidn transitoria del crecimiento. Puesto que conocemos que el
agrupamiento de las hifas de Ml y su MCP son criticos para el desarrollo del Ml
productor de antibidticos, la aproximacién experimental que se siguié fue fomentar
estos procesos. Con este fin, se pre-incubd una suspensién de esporas en medio de
cultivo (R5A) durante 14 dias (en las condiciones de cultivo indicadas en Material y
Métodos, 200 rpm y 30°C). Con ello, se consiguieron provocar fendmenos de MCP
intensos, asi como una detencién del crecimiento de gran parte de las hifas/esporas
gue permanecen viables, pero sin crecimiento (Fig.lll.23, fotos superiores). Segun
nuestra hipodtesis, esta MCP liberaria sefiales de diferenciacién a las hifas vivas
condiciondndolas a desarrollarse en forma de MIl. Posteriormente, este pre-cultivo

I

gue hemos denominado “indculo condicionado” se usd para iniciar nuevos cultivos
“" H ] n”n . . . .

(“cultivos condicionados”). De esta forma observamos un micelio compartimentalizado
inicial (Fig.lll.23a) que pronto comenzd a desarrollarse como un MIl multinucleado
(Fig.l11.23c). La tasa de crecimiento inicial se aceler6 mucho con respecto al cultivo
iniciado a partir de esporas, consiguiendo un mayor agrupamiento (Fig.l11.23d, e), y una

mayor proporcién de micelio Il (comparese Fig.l11.22f con 111.23f).
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INOCULO CONDICIONADO

Fig.ll1.23. Desarrollo de S. cattleya en cultivos liquidos iniciados a partir de un indculo
condicionado. Imdagenes superiores; estado del indculo de esporas condicionado tras su
incubacion durante 14 dias (detalles en el apartado Ill. 2a). Imagenes inferiores; ciclo de
desarrollo de un cultivo inoculado a partir del inéculo condicionado. Los cultivos fueron
tefiidos con los colorantes fluorescentes de viabilidad IP y SYTO 9. La imagen (b) fue
obtenida mediante microscopia de contraste interferencial.

En la figura.lll.24a se muestra la produccion de tienamicina (mg/ml) respecto al
tiempo (horas) de un cultivo control, inoculado a partir de esporas, y de un cultivo que
ha crecido a partir de un inéculo condicionado. En el cultivo control la produccidn
ronda los 0,8 ug/ml mientras que en el cultivo condicionado se llega a una produccion
de 2,5 pug/ml, consiguiéndose por tanto aumentar unas 3 veces la produccion. En la
Figura.lll.24b se muestran los maximos de produccién en funcién de la concentracién
de indculo en los dos cultivos, observandose como la produccién es mayor cuanto
mayor es la concentracién del indculo, y siempre es mayor en el cultivo condicionado

que en el cultivo control realizado a partir de esporas (no condicionado).
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Fig.111.24.a) Cinética de produccién de tienamicina en cultivos liquidos control y condicionado
de S. cattleya.
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Fig.l11.24.b) Maximos de produccién de tienamicina de los cultivos control y condicionados
respecto a la concentracion final de esporas.
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b) Streptomyces tsukubaensis: productor de tacrolimus.

Uno de los microorganismos mas importantes a nivel industrial hoy en dia es S.
tsukubaensis productor del inmunosupresor tacrolimus, también conocido como
FK506 o Fujimycin. Este compuesto fue aislado por primera vez en 1984 por la
empresa farmacedtica japonesa Fujisawa Pharmaceutical Co. (Goto et al., 1987). El
tacrolimus es un macrélido con un anillo lactona de 23 miembros, y pertenece al grupo
de los inmunosupresores, utilizandose fundamentalmente para prevenir el rechazo en
pacientes trasplantados de higado, rifidn o de corazén.

El siguiente objetivo de esta tesis fue analizar el ciclo de desarrollo y produccién
de tacrolimus en Streptomyces tsukubaensis (cedida por el Instituto de Biotecnologia
de Ledn, INBIOTEC), aplicando los mismos parametros e hipdtesis previamente
estudiadas en otras especies como S. coelicolor o S. cattleya. En primer lugar
utilizamos medio de cultivo R5A (el medio rico de produccion que utilizamos de

habitualmente) y comparamos la produccidn en las condiciones previamente

medio, y a diferencia de lo que sucedia en S. cattleya, las hifas de Ml de S. tskubaensis
crecen y se agrupan en “pellets” diferencidndose en un Mil siguiendo el esquema de
desarrollo descrito en S. coelicolor. Existe una diferencia clara en el desarrollo de M|
entre las fermentaciones que partian de esporas y las que partian de un “indculo
condicionado”, puesto que en estas ultimas a las 24 h de incubacion ya se ve MIl, no
asi en las fermentaciones que parten de esporas (figura 111.25). A pesar de que en estas
condiciones se forma MIl, en este medio de cultivo no se consigue produccién de
tacrolimus. No obstante, si que se observa la produccion de un antibiético de la familia

de las prodigiosinas (datos no mostrados).
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a Indculo condicionado

!

S

a24hR5A J

Fig.l11.25. Fotografias con microscopio laser confocal (hifas tefiidas con los colorantes vitales
SYTQ9, IP) de S. tsukubaensis creciendo en medio R5A. Arriba; dos tipos de indculo, a) “indculo
condicionado” y b) indculo de esporas (10% esporas/ml). Abajo; a) desarrollo a las 24 h en R5A
partiendo del inéculo condicionado (detalle de hifas multinucleadas; MiIl), b) desarrollo de S.
tsukubaensis a las 24 h en R5A partiendo de esporas (detalle de hifas tabicadas; Ml).

En andlisis posteriores, cambiamos el medio R5A por el medio definido MG
(descrito en Material y Métodos, apartado 11.4.3b) ya que este medio habia sido usado
con éxito para la produccién de tacrolimus por cientificos del Instituto de
Biotecnologia de Ledn (INBIOTEC). Comparamos la produccion de un cultivo con un
inéculo diluido (10° esporas/ml) con la produccién de un cultivo inoculado con un
inéculo concentrado (107 esporas/ml). Como sucedia en S. coelicolor (Manteca et al.,
2008) y S. cattleya, en cultivos liquidos de S. tsukubaensis existe un micelio joven
compartimentalizado (M), que sufre un proceso de MCP que precede a la
diferenciacion de un micelio multinucleado preesporulante (MIl) (Fig.l1l.26 y 27). En

estas condiciones se observa produccion de tacrolimus, y como era esperable, la
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produccién es mas temprana (72 h) con el inéculo concentrado (10’ esporas/ml) que
con el diluido (10° esporas/ml) (96 h) (Fig.ll.27). Sin embargo, la produccién de
tacrolimus es muy baja en el medio con inéculo concentrado (Fig.lll.26), lo que se
relaciona con el hecho de que S. tsukubaensis esporula en estas condiciones a partir de
las 96 h (Fig.Ill.26), lo que es incompatible con la sintesis de metabolitos secundarios.
En los cultivos realizados con indculos diluidos se observa también esporulacién, pero
a tiempos tardios (160 h) (Fig.l1.27) lo que permite la sintesis de tacrolimus durante

mas tiempo, alcanzandose niveles mayores de produccion (Fig.l11.28).

f (160h)

Fig.lll.26. Desarrollo de S. tsukubaensis en medio liquido MG a partir de un indculo
concentrado (107 esporas/ml). Los cultivos fueron tefiidos con los colorantes fluorescentes de
viabilidad IP y SYTO 9. La MCP se visualiza en rojo. Las flechas muestran los septos del micelo I.
Las puntas de flecha indican las esporas.
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Fig.11.27. Desarrollo de S. tsukubaensis en medio liquido MG a partir de un indculo diluido (10°
esporas/ml). Los cultivos se tifieron con los colorantes fluorescentes de viabilidad IP y SYTO 9.
La MCP se visualiza en rojo. Las flechas indican los tabiques de MI. Las puntas de flecha
indican las cadenas de esporas.
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Fig.l11.28. Produccidon de tacrolimus (en funcién de la proteina) por S. tsukubaensis en
cultivo liquido (medio MG) con alta (o) y baja (®) concentracién de indculo.

87



IIl. RESULTADOS

Por ultimo, intentamos aplicar la metodologia de los “inéculos condicionados”
descrita en el apartado anterior para S. cattleya a fermentaciones de S. tsukubaensis
creciendo en medio MG. En este medio no pudimos reproducir esta metodologia,
puesto que las esporas en tan alta concentracidén permanecian en estado de latencia y

no germinaban (Fig.ll1.29).

Fig.I1.29. Inéculo denso de esporas de S. tsukubaensis incubado durante 14 dias en
medio MG.

.3.3. UN NUEVO METODO DE MONITORIZACION “ON LINE” DE LAS
FERMENTACIONES INDUSTRIALES.

Tal y como se ha comentado en los apartados anteriores, los procesos de MCP
son el evento clave que determina la diferenciacion en Streptomyces, y en ultima
instancia la produccién de metabolitos secundarios (Fig.Il1.30). Una de las técnicas mas
utiles para el seguimiento de estos procesos, es el uso de los colorantes vitales loduro
de propidio y SYTO 9, pero su aplicacion pasa necesariamente por el uso de un
microscopio de fluorescencia, y dependia de la correcta interpretacion de las imagenes
obtenidas, lo que en la practica dificulta su implantacion como un método de
seguimiento de los procesos de diferenciacién en las fermentaciones industriales. Con
el fin de estandarizar el uso de estos colorantes, los hemos utilizado en combinacién

con un fluorimetro, lo que nos ha permitido crear un indice cuantificable y fiable de la
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diferenciacion: el cociente de intensidades vivo/muerto (SYTO/IP; Yagiie et al., 2010).

Para ello, hemos reproducido las fermentaciones de S. coelicolor descritas arriba

(medio R5A con un indculo de 107 esporas/ml; Fig.111.30).
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Fig.lll.30. Curva de crecimiento y produccién de antibidticos (Actinorrodina vy
Undecilprodigiosina) en cultivos liquidos de S. coelicolor. Encima de las graficas se muestran
imagenes de microscopia confocal de los procesos clave en el desarrollo (colorantes loduro
de propidio y SYTO9), hifa de micelio | compartimentalizada (las flechas indican los
tabiques), masa de micelio con procesos de MCP en su interior (rojo) e hifas de segundo
micelio multinucleado. Se indica la coincidencia de la fase de detencidn del crecimiento con
la MCP.
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Como era de esperar, las intensidades de emisién de los colorantes SYTO9
(células vivas) e IP (células muertas) se correlacionan bien con el desarrollo de
Streptomyces: en tiempos cortos, el desarrollo del Ml vegetativo se traduce en un
incremento rdpido de la intensidad de la fluorescencia del SYTO9; la intensidad del IP
se incrementa lentamente como un resultado de la muerte de las hifas en el interior
de las masas celulares (“pellets”) que comienzan a formarse (Fig.lll.31); la intensidad
del IP aumenta conforme el centro de los “pellets” se va incrementando y muriéndose
cada vez mas; en la fase de detencién transitoria del crecimiento, se produce una
rapida caida en la fluorescencia del SYTO9 debido a que la tasa de muerte del Ml en el
centro de las masas miceliales es mayor que la tasa de crecimiento del Ml viable;
posteriormente se produce la diferenciacién y desarrollo del MIl que se traduce en una
nueva fase de crecimiento exponencial, y en una estabilizacidn y posterior incremento
de la fluorescencia del SYTO9 (Fig.lll.31a). A pesar de la correlaciéon entre las
intensidades del SYTO9 y el IP, sus valores no eran muy informativos, y asi por ejemplo,
un valor de 4000 unidades relativas de intensidad SYTO 9 se daba por igual durante las
fases de Ml y Mll, y lo mismo pasaba con el IP (Fig.lll.31a). No obstante, cuando los
datos se normalizaron como el cociente de las intensidades del SYTO9 / IP, pudimos
obtener un indice fiable de diferenciacion (Fig.lll.31b). En el caso de S. coelicolor, el
desarrollo del Mll y la produccién de antibidtico sélo sucedian con valores menores de

1 (Fig.l.31b).
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Fig.l11.31. Medidas fluorimétricas. (a) Intensidades de emisidn del SYTO 9 (células vivas) y IP (células muertas) a lo largo del desarrollo de S. coelicolor, se
muestran junto a la concentracién celular (mg de proteina/ml). (b) Variacion del cociente SYTO 9/IP a lo largo del ciclo de desarrollo. También se muestra la
produccién de antibidtico (actinorrodina y undecilprodigiosina). Ml, primer micelio compartimentalizado; MIl micelio multinucleado. Las flechas indican la
intensidad mdaxima de SYTO 9 (células vivas) que se corresponde con el micelio | (15 h) y el micelio 1l (100 H). Se muestran las desviaciones tipicas de dos

réplicas bioldgicas medidas tres veces cada una (tres réplicas metodoldgicas). U.R., unidades relativas.
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IV. DISCUSION

Tal y como se ha comentado arriba en la introduccién (apartado 1.2.1), el ciclo
de desarrollo tradicional de Streptomyces consideraba solamente las fases de micelio
sustrato, aéreo y esporulacién, y en consecuencia, estas son las fases de desarrollo
mejor caracterizadas, y cuya regulacién bioquimica se conoce mejor: genes Bald, genes
Whi, formacidn de las cubiertas hidrofdbicas del micelio aéreo, etc... Por otro lado, las
fases preesporulantes no contempladas en el ciclo de desarrollo tradicional (transicion
MI-MII, MCP), han sido ignoradas (véase Fig.l.3). En esta tesis hemos trabajado en la
caracterizacidn de estas fases que, tal como se ha comentado arriba, son la clave para
entender la diferenciacion en fermentaciones de Streptomyces.

Hemos utilizado técnicas de biologia de sistemas (transcriptomica vy
protedmica) con el fin de identificar los genes y proteinas diferencialmente
expresados/as durante las fases clave en el desarrollo. En primer lugar comenzamos
analizando mediante transcriptomica las fases de Ml y MIl en medio sélido,
complementando los resultados que nuestro grupo de investigacion habia obtenido
recientemente mediante protedmica (Manteca et al., 2010a). Como era de esperar, la
mayoria de los genes detectados se expresaban de forma similar en los Ml y Mil
(genes “houskeeping”). Sin embargo, también se detectaron genes cuya expresion
variaba significativamente entre las fases de Ml o MIl. Separados por categorias
funcionales nos encontramos con que los genes expresados al alza en el Ml estdn
implicados principalmente en metabolismo primario, mientras que los regulados al
alza en MIl lo estdn en metabolismo secundario (Figura 11l.4), lo que demuestra el
hecho ya comentado de que el Mll es el micelio diferenciado productor de metabolitos
secundarios. También se ha observado que la mayoria de los genes que codifican
transposones y secuencias de insercion estan regulados al alza en el MII (Figura 111.5),
lo que podria estar indicando la activacidn de mecanismos de generacidn de
variabilidad genética previos a las fases de esporulacidon (Mll). Los genes relacionados
con la conjugacion, recombinacién y mutagénesis estan regulados al alza en el Ml
(Figura 111.5), lo que parece indicar una activacion de estos mecanismos durante la fase
de MI, justo después de la primera ronda de muerte que afecta al micelio |
compartimentalizado. Los datos de transcriptémica obtenidos en esta tesis se
correlacionaban bien con los datos de protedmica obtenidos previamente por nuestro
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grupo de investigacion (Figura 1I.6), lo que reafirma la validez de los datos aqui
obtenidos. Cabe destacar que esto contradice en cierto modo trabajos de otros
autores que han descrito que la correlacidn entre protedmica y transcriptdmica en
Streptomyces no es buena (Jayapal et al., 2008). Actualmente estamos trabajando en
la aplicacion de estas técnicas de transcriptdmica, al estudio de la diferenciacién en
cultivos liquidos, con el fin de comparar la diferenciacién en sélido y liquido, de forma
andloga a los experimentos de protedmica realizados recientemente por nuestro
grupo (Manteca et al., 2010b).

El siguiente objetivo de esta tesis doctoral fue el de estudiar mediante
transcriptémica y protedmica las diferencias en la expresidon de genes y proteinas
durante los procesos de MCP. La mayoria de las proteinas identificadas durante la MCP
estan relacionadas con el metabolismo primario, puesto que éstas son las mas
abundantes. Sorprendentemente, la abundancia relativa de dichas proteinas en las
células vivas y “muertas” es casi idéntica, lo que indica que MCP Streptomyces es un
proceso muy repentino en la que las proteinas “housekeeping” no sufren cambios
significativos. Como era de esperar, los datos obtenidos en este trabajo mediante LC-
MS/MS se correlacionan bien con aquellos obtenidos anteriormente por nuestro grupo
de investigacion mediante el uso de geles bidimensionales (Manteca et al., 2006b).
Sélo cinco (SCO1395, SC03996, SCO4211, SCO06208, SCO7078) mostraron
discrepancias en sus valores de abundancia. Las diferencias entre las dos metodologias
podrian atribuirse a la existencia de isoformas que pueden detectarse mediante geles
2D pero no mediante LC-MS/MS. Como es ldgico, el rango dindmico de la técnica de
LC-MS/MS (542 proteinas) fue mucho mayor que el de los geles bidimensionales (59
proteinas), aportando mucha mas informacién.

En esta tesis hemos analizado por primera vez la MCP de Streptomyces
mediante experimentos de transcriptémica, lo que supuso un gran reto, ya que el ARN
de las células que se estan muriendo estaba muy degradado (Figura II.8e). Sélo un
conjunto de ARNs que codifican para 302 genes estaban suficientemente integros para
proporcionar valores de abundancia reproducibles bajo nuestro disefio experimental
(Fig.111.9a). En total, hemos cuantificado de forma fiable la abundancia de 814 ORFs,
542 proteinas, y 302 genes, de las cuales, sélo 30 se detectaron mediante proteémica y

transcriptédmica, y los valores de abundancia de sus proteinas y ARN mensajeros tenian
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una buena correlacion (Fig.111.9b). Los datos de transcriptomica estan enriquecidos en
genes  reguladores mientras que los datos de protedmica se lo estaban
mayoritariamente en proteinas de metabolismo primario. Los experimentos de
protedmica estan sesgados hacia las proteinas mas abundantes (algo intrinseco a la
propia técnica) y en nuestro caso, los experimentos de transcriptémica estan sesgados
hacia los ARN mensajeros que permanecen estables en las células que se estan
muriendo. En consecuencia, la transcriptomica nos permitié cuantificar la abundancia
relativa de los ARN mensajeros que codifican proteinas implicadas en la MCP, y la
mayoria de sus genes no se expresan en cantidad suficiente para ser detectadas por las
técnicas de protedmica utilizadas. En consecuencia, ambos experimentos nos han
proporcionado informacion independiente y complementaria sin redundancia;
cuantificamos la abundancia relativa de 542 proteinas y 302 genes (814 ORFs en total;
el proteoma y el transcriptoma de las células vivas y muertas representa un gran
avance en la biologia de Streptomyces y permitira futuros andlisis dedicados a
descubrir las proteinas y genes que inducen o contribuyen de alguna manera en la
MCP.

En esta tesis, hemos empezado a explorar estos aspectos, mediante la
mutagénesis de ocho de los genes/proteinas mas diferencialmente expresados
durante la MCP. El fenotipo de todos ellos consisti6 en una aceleraciéon muy
importante de la esporulacion (39 horas en lugar de las 69 horas de la cepa salvaje). La
existencia de esporulacién en el llamado “micelio sustrato” (MIl sin cubiertas
hidrofdbicas), es un fenotipo muy inusual que se ha descrito en muy pocas ocasiones, y
se le habia llamado “esporulacién ectépica”, o “esporulacién desprogramada”
2002). Este fenotipo es muy sorprendente si tenemos en cuenta el gran retraso entre
la fase de desarrollo analizada (9 h) y la esporulacién (72 h). No obstante, la diferencia
mas importante entre las células vivas y muertas estd en proteinas y genes
relacionados con esporulacién, recombinacién/mutagénesis y proteinas de estrés.
Todo ello sugiere el papel de la MCP como un mecanismo de generaciéon de

variabilidad genética, y de regulacion de la entrada en la fase de esporulacién.
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Trabajos recientes de nuestro grupo de investigacion demostraron que el
crecimiento de Streptomyces en condiciones naturales, (suelos inoculados con esporas,
el crecimiento es muy lento, y el micelio que predomina es el Ml siendo el MIl una
fase muy transitoria que esporularia rapidamente (Manteca y Sanchez 2009). Si
consideramos este ciclo “natural”, la relacién entre la MCP y la esporulacidn esta clara:
el Ml (vegetativo) es la fase predominante hasta que aparece el estrés del propio ciclo
de desarrollo (agotamiento de nutrientes, alta densidad celular, etc..). La MCP
desencadena la diferenciacion del MIl (multinucleado) que produce antibidtico y
esporula. La esporulacién podria retrasarse en cultivos de laboratorio debido a que las
sefiales que la desencadenan estarian bloqueadas (probablemente por un exceso de
nutrientes). Estas sefiales podrian ser moduladas, al menos en parte, por genes como
SCO0172, SCO0633, SCO0937, SCO1395, SCO2954, SCO4505, SCO4885, y SCO5946, ya
gue su mutacidn provoco una esporulacion muy adelantada (39 horas Fig.l11.15). La
existencia de estos puntos de control bloqueando la esporulacién en condiciones no
adversas es un nuevo aspecto de la biologia de Streptomyces que no se habia descrito
con anterioridad y supondria una gran ventaja ecoldgica; la formaciéon de la espora en
condiciones favorables podria implicar la pérdida de competencia contra otros
microorganismos presentes en el ambiente. La caracterizacidn detallada del papel de
estos y otros genes diferencialmente expresados durante la MCP es uno de nuestros
objetivos de futuro, y contribuird a conocer mejor las rutas bioquimicas que controlan
la MCP y los procesos de diferenciacion del Mll en Streptomyces. Estos experimentos
podrian tener repercusiones en la industria farmacéutica, ya que la MCP activa la
diferenciacién del MIl productor de antibidticos (Manteca et al., 2010b). Ademas
SCO0172, SCO0937, SCO1395 y SCO4885 estan altamente conservados en
Streptomyces (media de similitud en S. avermitilis, S. scabies, y S. griseus, con respecto
a S. coelicolor mayor del 90%, Tabla suplementaria 1) y sus mutaciones aceleran la
produccidn de antibidticos (Fig.lll.15). En consecuencia, una aplicacion potencial de
este trabajo podria ser mutar estos genes en cepas de interés industrial para acelerar

la produccidn de antibidtico.
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Es bien conocido que las cepas de Streptomyces tienen cromosomas lineales
muy inestables que contienen elementos transponibles y otros elementos adquiridos
mediante procesos de transmisidn horizontal de genes, localizados principalmente en
sus extremos (Chen et al, 2002). Estas regiones terminales son muy variables y
contienen repeticiones invertidas de tamafios muy heterogéneos (Chen et al., 2002).
Se postuld que la recombinacidn homéloga y la trasnposicién podrian ocurrir en algun
momento del desarrollo de Streptomyces, pero la fase especifica aun estd por
descubrir (Chen et al., 2002). En esta tesis hemos demostrado la expresion de genes
implicados en recombinacién y transposicién durante la MCP (SCO1395, SC03996,
SC04211, SCO6208, SCO7078), por lo que la MCP tendria un papel importante en estas
reorganizaciones cromosomales.

La relacién entre la muerte celular programada y la diferenciacién/esporulacion
es un fendmeno ya descrito en Streptomyces y otras bacterias: esporulacién en Bacillus
(Schultz et al., 2009), y Myxobacterias (Spgaard-Andersen y Yang 2008); diferenciaciéon
en Caulobacter cereus (Hochman, 1997); diferencacidn de heterocistes en Anabaena
(Ning et al., 2002) o la formacién de células no cultivables, pero viables, en varias
bacterias gram-negativas (Hochman, 1997; Bogosian et al., 2001). Sin embargo, el
papel biolédgico especifico de la MCP sigue siendo poco claro. La MCP en bacterias es
un proceso litico, y su funcién mas obvia podria ser la generacién de nutrientes para la
subsistencia de las células de la poblaciéon que quedan viables, un fendmeno llamado
canibalismo y propuesto con anterioridad para Streptomyces (Mendez et al., 1985;
Miguelez et al., 1999) o Bacillus (Gonzdlez-Pastor 2010). Sin embargo, nosotros
consideramos que el canibalismo no es suficiente para explicar la existencia de la MCP
bacteriana. Primero, porque a pesar del hecho de que algunos componentes celulares
liberados por las células muertas, son reciclados durante la esporulacién de
Streptomyces (Mendez et al., 1985) hay un exceso de nutrientes y la mayoria de
precursores originados por la lisis del Ml (amino acidos, nucleétidos, fosfolipidos, etc...)
no son reciclados por las esporas (al menos en cultivos de laboratorio; Manteca et al.,
2006a). Segundo, porque el ARN de las células “muertas” esta muy degradado, pero el
ADN cromosodmico, a pesar de estar fragmentado en moléculas de diferentes tamafios,
no esta degradado completamente hasta nucledtidos libres (Figura 111.8c). Estos

fragmentos de ADN deben tener un papel biolégico mas alla de la nutricién. Tercero, el
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canibalismo no necesitaria una MCP activa para ocurrir; la muerte pasiva por necrosis
seria suficiente para generar nutrientes. Cuarto, si consideramos que el Unico papel de
la MCP es la generaciéon de nutrientes, esto no explicaria la relacién entre MCP vy
esporulacion (Manteca et al., 2005a, 2005b, 2006a): en cultivos en medio rico, con
exceso de nutrientes, la esporulacidon deberia ocurrir sin muerte celular, y lo que
ocurre es precisamente lo contrario, medios ricos (por ejemplo el GLM enriquecido
con un 2% de casaminodcidos) bloquean completamente la esporulacién (A. Manteca y
J. Sanchez, resultados no publicados). La alternativa al canibalismo podria ser la
competencia (la habilidad de las células para incorporar ADN exdgeno). Asi por
ejemplo, en Bacillus y Streptococcus, las bacterias en las que mejor se ha caracterizado
la competencia natural, se demostré que la MCP liberaba ADN fragmentado que
tomaban las células esporulantes (en el caso de Bacillus) (Shultz et al., 2009), o las
células vivas en el caso de Streptococcus (Guiral et al., 2005). La induccion de la
competencia y la MCP es diferente en Streptococcus y Bacillus (Claverys y Havarstein,
2007), y requiere condiciones especificas, que no siempre son faciles de reproducir
(Martin et al., 2000, Duitman et al., 2007). La MCP induce en Bacillus una adaptacion al
estrés en la cual la competencia por transformacion genética no siempre se alcanza
(Berka et al., 2002). A este estado de diferenciacidon se le llama estado-K, y se
corresponde con la fase en la cual se producen los antibidticos (Claverys y Havarstein
2007). En esta tesis, postulamos que el mismo tipo de proceso podria estar ocurriendo
en Streptomyces y probablemente en otras bacterias en las que se ha descrito MCP,
especialmente aquellas con ciclos de desarrollo complejos. Los analisis bioinformaticos
en Streptomyces no dejan duda acerca de la existencia de una gran trasmisién
horizontal de genes (THG) (Wiener et al. 1998; Ueda et al., 1999; Egan et al., 2001;
Metsa-Keteld et al., 2002; Garcia-Vallve et al., 2003; Nishio et al., 2004; Kawase et al.,
2004; Manteca et al., 2004; Doroghazi y Buckley, 2010). La THG en bacterias puede
ocurrir por conjugacion (transferencia de plasmidos desde una célula donadora a una
receptora mediada por un contacto directo célula-célula), trasnduccion (mediada por
virus las células intercambian ADN), o trasnformacion/competencia (cambio de
genotipo provocado por la incorporacion de ADN libre). La conjugaciéon (Wang y Pettis
2010) y la trasnduccion (Burke et al., 2001), se describieron con anterioridad en

Streptomyces, sin embargo su relacién con el desarrollo continta siendo desconocida.
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La conjugacién y la transduccién pueden contribuir a generar HGT en Streptomyces
pero, como ocurria con el canibalismo, no necesitan de la MCP. Por todas estas
razones, nosotros proponemos la existencia de un proceso de competencia por
trasnformacion en Streptomyces: la MCP genera en Ultima instancia ADN fragmentado
de las células muertas (Manteca et al,, 2006a) el cual podria usarse por las células
vivas/esporulantes para la recombinacidn. En este sentido, tal y como se ha discutido
arriba, mediante experimentos de transcriptdmica de las fases de Ml y Mll, se pudo ver
que habia una activacion de los genes relacionados con la conjugacion, la
recombinacién y la mutagénesis en el micelio |, justo después de la MCP, lo que esta
de acuerdo con la hipétesis de la captacion de ADN por parte de las células viables del
Ml que se diferencian al Mil.

La busqueda de nuevos compuestos bioactivos de interés en biomedicina se
estd convirtiendo en uno de los mayores retos actuales como consecuencia del
preocupante incremento de las resistencias a los principales antibidticos. Dicha
busqueda se ha hecho de forma tradicional mediante el aislamiento de cepas de
actinomicetos a partir de suelos de distintos origenes, microcultivos, y andlisis de la
actividad mediante bioensayo (inhibicion del crecimiento de bacterias tipo). Estos
procesos de busqueda de nuevos antibidticos, han sido tremendamente productivos
durante la llamada “edad dorada de los antibiéticos” (1940-1960), época en la que se
han descubierto la mayoria de los antibidticos conocidos. En la actualidad, estos
procesos son mas complicados, dado que los antibiéticos mas comunes ya se conocen.
La principal limitacion de la busqueda de estos compuestos a partir de cepas de
Streptomyces, era el alto nimero de falsos negativos: cepas descartadas como
productoras, porque no se estaban diferenciando hasta la fase de produccién MiIl.
Nuestro grupo de investigacion estd siendo pionero en enfocar este problema
mediante un proceso simple: conseguir que las bacterias procedentes del ambiente
natural se desarrollen hasta la fase de Mll productiva antes de realizar el analisis.

En resumen, en esta tesis doctoral hemos definido por primera vez los procesos
de desarrollo y diferenciacion de Streptomyces en cultivos liquidos identificando
claramente el MIl como el micelio productor de antibidticos. Ademas, hemos
trabajado en el andlisis de las diferencias en los proteomas y transcriptomas de S.

coelicolor en las distintas fases de desarrollo en cultivos sdlidos y liquidos (MI, Mill,
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MCP). Los resultados han corroborado el cambio del metabolismo primario al
secundario entre el Ml compartimentalizado y el MIl multinucleado, tanto en sélido
como liquido, demostrando que el MI es el auténtico micelio vegetativo de
Steptomyces y el MIl (tanto sustrato como aéreo) son el micelio reproductivo
productor de antibidticos y destinado a esporular. Ademas, se han identificado
numerosas proteinas y genes reguladores de funcidon desconocida (reguladores
transcripcionales, quinasas, etc.) cuya caracterizacidon sin duda sera la clave para
entender los mecanismos que activan la diferenciacién del MIl, y lo que es mas
importante, los mecanismos que activan la produccién de metabolitos secundarios en
este MIl. En definitiva, hemos creado una base de datos con las proteinas y genes
diferencialmente expresados durante la diferenciacion de Streptomyces cuya
caracterizacién sera la clave para encontrar las rutas biomolecluares controlando las
fases preesporulantes de la diferenciacion (Ml, MIl, MCP), lo que a su vez permitira
entender, y optimizar las fermentaciones y los procesos de busqueda de nuevos
metabolitos secundarios a partir de Streptomyces. Todos estos experimentos se
encuentran reflejados en el proyecto de investigacion en el que estd implicado nuestro
grupo de investigacion (ERC Starting Grant, Strp-differentiation 280304; 2012-2016), y
durante esta tesis doctoral hemos empezado a desarrollar este trabajo, realizando
mutagénesis y analisis fenotipicos de 26 de estos genes (Tabla 1), obteniendo

resultados muy prometedores.

Numerosas industrias producen antibidticos mediante fermentaciones en
cultivos liquidos (grandes biorreactores) de Streptomyces. En estas condiciones, la
mayoria de los autores asumian que no habia diferenciacion, con la excepcidén de las
pocas especies de Streptomyces que esporulan en cultivos liquidos (Daza et al., 1989,
Kendrick y Ensig 1983). Uno de los objetivos fundamentales de esta tesis fue extender
el nuevo modelo de desarrollo desarrollado por nuestro grupo de investigacion en
cultivos solidos esporulantes del género Streptomyces (Manteca et al., 2005a, 2005b,
2006a, 2006b) a cultivos liquidos no esporulantes, prestando especial atencion a la
relacidon entre diferenciacidon y produccién de antibidtico. Con este fin, se analizo el
ciclo de desarrollo de S. coelicolor, la especie mas estudiada de estreptomicetos. Al

igual que sucedia en cultivos sélidos, en medios liquidos también existe un micelio
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joven compartimentalizado (micelio 1), que sufre un proceso de muerte tras el cual hay
una fase de detenciéon del crecimiento que a su vez precede al surgimiento vy
diferenciacién de un micelio multinucleado (micelio Il). La muerte del micelio | es un
proceso gradual que empieza momentos antes de la detencidn transitoria del
crecimiento (apartado 11l.3.1a) y alcanza su maximo durante esta fase, la cual también
se ha detectado en cultivos sélidos siendo condicidon necesaria para el surgimiento del
micelio aéreo (Chater, 1993; Granozzi et al., 1990; Hopwood, 1999; Chater, 2001;
Manteca et al., 2005b). Ademas, se ha podido demostrar la correlacién entre el
desarrollo del micelio Il y la produccién de antibidticos (apartado I111.3.1e). Las
principales diferencias entre cultivos sélidos y liquidos residen pues en la ausencia, en
el caso de cultivos liquidos, de la formacion de cubiertas hidrofébicas (micelio aéreo) y
esporulacion (Fig.VI.1). Esta es la primera vez que se ha podido demostrar la existencia
de diferenciacion en cultivos liquidos de Streptomyces, y lo que es mas importante, la
primera vez que se ha podido identificar el micelio productor de metabolitos

secundarios (Mll).

CULTIVOS LiQUIDOS ~_ CuLTIVOS SOLIDOS
MII e MII cubiertas
7\/.\ Rl Q hidrofobicas
Micella MCP MCP, ¥ S\ MII !
sustrato S @
2 esporas Mlcello

aéreo

Fig.VI.1. Comparacion del ciclo de desarrollo de Streptomyces en cultivos liquidos y sélidos.
En rojo se muestran las nuevas fases descritas por nuestro grupo de investigacion. MCP;
muerte celular programada.
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La carencia de un modelo de desarrollo que explicara la diferenciaciéon en
cultivos liquidos, hizo que la optimizacidn de los procesos de fermentacién se haya
realizado tradicionalmente de forma empirica, existiendo grandes problemas de
reproducibilidad. La mayoria de los grupos de investigacién que trabajan en la
optimizacion de la produccién de metabolitos secundarios a partir de cepas de
Streptomyces, lo estan haciendo mediante mutagénesis al azar o dirigida. Existen muy
pocos grupos que trabajen en la optimizacion de las fermentaciones desde el punto de

vista del ciclo de desarrollo del microorganismo: la optimizacion del desarrollo del Ml
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nuevas cepas productoras a partir de muestras medioambientales, un aspecto critico
en biomedicina como consecuencia del alarmante incremento de las resistencias a los
antimicrobianos. En cuanto a la aplicacién del nuevo ciclo de desarrollo al estudio de
las fermentaciones de cepas de Streptomyces de interés industrial, hemos trabajado
con dos especies: Streptomyces cattleya y Streptomyces tsukubaensis productoras del
antibidtico tienamicina y el inmunosupresor tacrolimus respectivamente. La
tienamicina es un antibidtico B-lactdmico con un gran poder bactericida y un espectro
de accidon muy amplio, por lo que puede usarse en monoterapia, siendo muy util para
tratar infecciones hospitalarias. Debido a su inestabilidad, la tienamicina, tiene que
modificarse quimicamente para que pueda ser usada en clinica, convirtiéndose en
imipenem y/o meropenem (Verbist et al., 1981; Horadam et al., 1980; Shadomy et al.,
1981). Actualmente la tienamicina se esta produciendo mediante sintesis quimica,
debido a que las bajas concentraciones a las que la produce Streptomyces no pueden
competir econdmicamente con los procesos de sintesis quimica. Los niveles de
produccién de la cepa salvaje de S. cattleya estan en concentraciones de 0,8-1 mg/I
(Kahan et al.,1979, Rodriguez et al., 2008). En este trabajo, mediante la modificacién
de las condiciones de cultivo, usando como guia la optimizacién de los procesos de
muerte celular programada y surgimiento del micelio Il, hemos llegado a niveles de
produccién de 2,5 mg/Il, es decir, hemos conseguido triplicar la produccion de la cepa
salvaje. Aunque estos niveles de produccidn siguen sin ser suficientes para competir

con los procesos de sintesis quimica de tienamicina, constituyen la prueba palpable de
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que el ciclo de desarrollo descrito en este trabajo es aplicable a especies de
estreptomicetos de interés industrial. También hemos estudiado las fermentaciones
de S. tsukubaensis, productor de tacrolimus, un importante inmunosupresor utilizado
en clinica. Aligual que en el resto de las cepas analizadas, la produccion de tacrolimus
sélo se producia tras la diferenciacion del MIl productor, pero en este caso, nos
encontramos con la existencia de requerimientos nutricionales: el tacrolimus sélo se
producia en medios de cultivo concretos. En consecuencia, la produccion de
metabolitos secundarios depende, en algunas ocasiones, ademas de la formacién del
MIl, de condiciones nutricionales especificas. Por otro lado, y siguiendo con las
aplicacion industrial del ciclo de desarrollo de Streptomyces a la monitorizacién de los
procesos de diferenciacion en las fermentaciones industriales, de forma rapida,
sencilla y objetiva, hemos desarrollado un protocolo que consistia en la tincidn de los
cultivos mediante los colorantes de viabilidad SYTO9 y iouduro de propidio, seguido de
su cuantificacion mediante el uso de un fluorimetro (Yagiie et al., 2010). Los valores de
abundancia relativa (cociente de intensidades SYTO9/IP) suponen un indice objetivo
que permite conocer el estado de diferenciacidon de los cultivos sin necesidad de
disponer de un microscopio de fluorescencia o confocal, y sin tener un conocimiento
profundo del desarrollo de Streptomyces. En el caso de S. coelicolor, el desarrollo del
MIl y la produccidon de antibidtico sélo sucedian con valores menores de 1 (Fig.lll.31b).
En la actualidad estamos trabajando en un disefio experimental que permita acoplar
las tinciones y medidas fluorimétricas a un biorreactor de forma automatizada y en
linea, con el objetivo ultimo de implantar este indice en la monitorizacién de las

fermentaciones industriales.

105



IV.DISCUSION<* - - - {Con formato: Derecha

106



- - ‘[Con formato: Derecha

Albert Einstein

V. CONCLUSIONES



- - {Con formato: Centrado




V.CONCLUSIONES+ - - - {Con formato: Derecha

V. CONCLUSIONES

1. Experimentos de transcriptomica de los dos tipos de micelio (Ml
compartimentalizado y MIl multinucleado) revelan que el transcriptoma del Ml
estd enriquecido en genes de metabolismo primario, mientras que el Mll lo
estd en genes de metabolismo secundario. También se han encontrado genes
reguladores de funcién desconocida diferencialmente expresados durante el

desarrollo.

2. Experimentos de protedmica y transcriptomica dedicados al estudio de los
procesos de muerte celular programada revelan que el proceso implica la
activacion de genes y proteinas especificos que incluyen ORFs relacionadas con
la transformacién, conjugacién, recombinacién, estrés, division celular,

esporulacién, detencién del crecimiento, y regulacién transcripcional.

3. Hemos comenzado a analizar la funcién biolégica de los genes y proteinas
identificados en los experimentos de biologia de sistemas, mediante
mutagénesis. Actualmente tenemos un total de 26 mutantes, la mayoria de los
cuales tienen fenotipos claros relacionados con el adelanto/retraso del
crecimiento, la produccién de metabolitos secundarios y la esporulacién. La
caracterizacién detallada de las funciones biolégicas de éstos y otros genes, asi
como cual es su interaccion en la regulacién de la diferenciacién de
Streptomyces (MI/MIl, MCP) seran nuestro objeto de investigacién durante los

proximos afos.

4. Streptomyces se diferencia en cultivos liquidos no esporulantes de forma
similar a como lo hace en cultivos sélidos esporulantes: un micelio vegetativo
joven compartimentalizado (MI) sufre procesos de MCP vy se diferencia a un
micelio multinucleado (MlIl) que es el micelio diferenciado responsable de la

produccién de metabolitos secundarios.
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5. El conocimiento del ciclo de desarrollo en cultivos liquidos de Streptomyces es
la clave para entender y en su caso optimizar los procesos de produccién de
metabolitos secundarios en cultivos liquidos de S. coelicolor y otras cepas de

interés industrial.

6. En relacién a la muerte celular programada, como evento clave para la
diferenciacién, en esta tesis doctoral se ha descrito un nuevo y sencillo método
de monitorizacion “on line” de las fermentaciones, basado en la asociacion de
los colorantes vitales; ioduro de propidio y SYTO9, con medidas fluorimétricas.
El cociente de las intensidades de fluorescencia en cada fase del ciclo nos da un

indice fiable del estado de diferenciacidn en el que se encuentra el cultivo.
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