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Resumen

Streptomyces spp. Es un género de bacterias gram positivas conocidas por su
capacidad de producir antibi6ticos y otros metabolitos, pero se han reportado pocos
estudios sobre bacteriocinas producidas por estas bacterias. En este estudio
probamos ocho cepas de Streptomyces contra diferentes bacterias patbégenas, y
seleccionamos S. griseus, S. nigrescens, S. bottroprensis 'y S. violaceoruber como
los modelos de estudio basados en sus efectos inhibitorios contra las bacterias,
incluidos los patégenos de humanos. S. bottropensis alcanzd su mayor actividad
antimicrobiana a las 312 h de cultivo, y fue mayor que las actividades de S.
violaceoruber y S. nigrescens. La mejor condicién para la precipitacién de
bacteriocinas fue usar sulfato de diamonio a una saturacion del 50%. Las
bacteriocinas fueron susceptibles a los tratamientos con proteinasas pero estables
a altas temperaturas (hasta 100°C). Las actividades inhibidoras mas altas se
observaron entre pH 5 y 6. Los ensayos de actividad cruzada indicaron que cada
cepa de Streptomyces producia una diferente bacteriocina. Cuando las
producciones de S. griseus y S. nigrescens se sometieron a SDS-PAGE, se
observaron bandas de inhibicidon en el ensayo de sobrecapa en gel en una posicion
correspondiente a ~2 y 3 kDa, respectivamente, 1o que sugiere que ambas cepas

son fuentes potenciales para nuevas bacteriocinas.

Palabras clave: Streptomyces, bacteriocinas, péptidos antimicrobianos
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ABSTRACT
Streptomyces spp. are Gram-positive bacteria well known for their ability to produce
antibiotics and other metabolites, but few studies on bacteriocins produced by these
bacteria have been reported. We tested eight Streptomyces strains against different
pathogenic bacteria, and selected S. griseus, S. nigrescens, S. bottroprensis and S.
violaceoruber for further study based on their inhibitory effects against bacteria,
including human pathogens. S. bottropensis reached its highest activity at 312 h,
and was higher than the activities of S. violaceoruber and S. nigrescens. The best
condition for bacteriocin precipitation was using diammonium sulfate at 50%
saturation. Bacteriocins were susceptible to proteinase treatments and stable at high
temperature (up to 100°C). The highest inhibitory activities were observed between
pH 5 and 6. Cross activity assays indicated that each Streptomyces strain produced
different bacteriocins. When preparations of S. griseus and S. nigrescens were
subjected to SDS-PAGE, bands of inhibition were observed in the gel-overlay assay
at a position corresponding to ~2 and 3 kDa, respectively, suggesting that both

strains are potential sources for novel bacteriocins.

Key words: Streptomyces, bacteriocins, antimicrobial peptides.
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2. Introduccion

Streptomyces es un género de bacterias Gram-positivas que comparte
caracteristicas propias de los hongos (Omura et al, 2001), una caracteristica
relevante de este género es su capacidad de producir algunos metabolitos
secundarios con aplicaciones beneficiosas de interes humano (Ahmad et al., 2017,
Dilip et al., 2013). Entre estos metabolitos se encuentran los péptidos
antimicrobianos, que son sustancias de defensa del hospedero con interacciones
complejas contra patégenos (Téllez y Castafio, 2010), cualidad que abre un abanico
de posibilidades para eventuales aplicaciones, por ejemplo: en tratamiento de
heridas (Jenssen et al., 2006), control de infecciones bacterianas en el area
veterinaria (Islas-Rodriguez et al., 2009) o como bioconservadores en alimentos
(Hernandez, 2010). Sin embargo, los péptidos antimicrobianos de streptomicetos
han sido poco explotados y analizados en comparacion con su contraparte en
bacterias acido lacticas, donde las bacteriocinas producidas por estos organismos
han sido ampliamente utilizadas y empleadass en areas de la industria alimentaria
(Campos et al., 2011). Estas aplicaciones nos muestran una alternativa para el
control de patdgenos bacterianos, los cuales segun Butzby y Roberts en 1996 eran
responsables de |la mayoria de las infecciones, alcanzando hasta un 90% en el caso
de las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s) y que segun la
Organizacién Mundial de la Salud en 2015, aumentd a un 95%; ya que cada vez
resulta mas complicado el control de estos agentes bioldgicos, por la aparicion de

grupos humanos vulnerables, nuevas formas de transmision y la resistencia
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adquirida a antibiéticos (OMS, 2015). Por lo anterior, es necesario encontrar fuentes
alternativas para el control de bacterias patégenas, de aqui laimportancia de buscar
nuevos compuestos que tengan la capacidad de producir metabolitos activos contra
bacterias de interés.

En este trabajo nuestro objetivo fue encontrar bacteriocinas producidas por
cepas del género Streptomyces con actividad antagoénica contra bacterias

patdgenas de interés en salud publica.

2.1 Género Streptomyces

2.1.1 Caracteristicas generales

Streptomyces es un género de bacterias Gram positivas que crece en
diversos entornos, con una forma filamentosa similar a la de los hongos. La
diferenciacién morfolégica de Streptomyces implica la formacién de una capa de
hifas en la que puede diferenciarse una cadena de esporas (Omura et al., 2001).
Cuando una espora encuentra condiciones favorables de temperatura, nutrientes y
humedad, se forma el tubo germinal y las hifas se desarrollan. Posterior a esto inicia
el desarrollo de la hifa aérea, y en un punto inicia la organizacién de diversos
procesos como el crecimiento y el ciclo celular (Emerson et al., 2012). El estilo de
vida de Streptomyces, es en muchos aspectos sorprendentemente similar a la de
los hongos filamentosos: ambos crecen con ramificacion de hifas que forman un
micelio vegetativo y se dispersan a través de esporas que se forman en estructuras
reproductoras especializadas llamadas hifas aéreas, que emergen de la superficie

de la colonia hacia el aire. Al igual que los hongos, la mayoria de los estreptomicetos
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viven como saprofitos en el suelo, aunque Streptomyces spp. también habita con
éxito una amplia gama de otros nichos, tanto terrestres como acuaticos, y algunas

cepas suelen ser patégenas para plantas y animales (Flardh y Buttner, 2009).

2.1.2 Importancia del género Streptomyces

La propiedad mas interesante e importante de Streptomyces es su capacidad
de producir metabolitos secundarios tales como antifungicos, antivirales,
antitumorales y anti-hipertensivos (Ahmad et al., 2017, Dilip et al., 2013). Las cepas
de este género son productoras de mas de la mitad de los antibiéticos conocidos
hasta ahora (Watve et al., 2001); también son productoras de una gran cantidad de
enzimas extracelulares de interés en el area industrial, como proteasas, celulasas,
nucleasas, amilasas, lipasas y quitinasas (Mukthar et al., 2017). La mayor parte de
esta produccion se realiza en la fase de desaceleracién de crecimiento del cultivo,
en otras palabras, justo antes de entrar a la fase estacionaria e incluso a lo largo de

esta (Kirk et al., 2000; Garcia, 2010).

2.2 Metabolismo secundario en bacterias.

Al proceso mediante el cual se forman productos que no son esenciales para
el crecimiento del organismo productor se le denomina metabolismo secundario. No
obstante, los productos originados suelen conferir ventajas ecoldgicas y
consecuentemente una mayor competitividad biolégica (Craney et al.,, 2013). Los
metabolitos secundarios poseen algunas caracteristicas comunes entre las que se

pueden resaltar las siguientes:
17



e La mayoria de los compuestos son especificos de la cepa productora.
e Presentan estructuras quimicas y actividades biol6gicas muy variadas.
e En general son productos de complejas rutas biosintéticas (Garcia, 2010;

Wohlleben et al., 2012)

2.3 Metabolitos secundarios producidos por el género Streptomyces

2.3.1 Inmunosupresores

Un inmunosupresor es una sustancia quimica que produce la supresion del
sistema inmunitario. Clinicamente se utilizan para:
e Prevenir el rechazo de un érgano trasplantado.
e Tratamiento de una enfermedad autoinmune o enfermedades que pueden
ser de origen autoinmune, como vasculitis, artritis reumatoide, colitis
ulcerosa, psoriasis 0 lupus sistémico eritematoso (Abbas y Lichtman,

2009).

2.3.1.1 Tacrolimus

El tacrolimus es macrélido con un anillo macrociclio de lactona aislado del caldo
de fermentacion de Streptomyces tsukubaensis, es una opcidn importante para la

inmunosupresidn en receptores de transplante renal pediatrico y de adultos (Scott
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et al., 2003), mostrando mayor eficacia incluso que la ciclosporina (O"Grady et al.,

2002).

2.3.1.2 Sirolimus

Es un inmunosupresor y antibiético macrélido, producido mediante fermentacién
por el actinomiceto Streptomyces higroscopicus. Posee un mecanismo de accién
diferente al tracolimus y la ciclosporina, con una eficacia similar a esta ultima. En
pacientes con trasplante renal se ha demostrado su capacidad para disminuir la
incidencia de rechazo agudo a los 6 y 12 meses si se combina con ciclosporina

(Noguera et al., 2002).

2.3.2 Antifungicos

2.3.2.1 Nistatina

La nistatina (Nis) es un miembro importante de un grupo relativamente grande y
variado de antibibticos antifungicos altamente insaturados que se aisla de cultivos
de Streptomyces noursei. Por su estructura quimica y para diferenciarla de otros
antibiéticos con propiedades antifungicas, se le incluye dentro del grupo
denominado antibiéticos antifungicos de tipo poliénico. Este farmaco presenta tres

formas polimérficas, denominadas Tipo A, Tipo By Tipo C (Lescano et al., 2014).
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2.3.2.2 Natamicina

La natamicina es un antibiético producido por las bacterias Streptomyces
natalensis, pertenece al grupo de medicamentos llamados antifungicos. Cuya
actividad ha sido aplicada en el area de los alimentos, por ejemplo en panes (San
Lucas y Caceres, 2012). Su estructura primaria consiste en un anillo de lactona con
25 atomos de carbono, el cual esta a su vez unido a un residuo de micosamina, m-
amino-azucar, por un enlace glucosidico. La natamicina se clasifica como un
antibiético macrélido polieno debido a sus cuatro dobles enlaces conjugados (EFSA,

2009).

2.3.3 Antibioticos antibacterianos

2.3.3.1 Eritromicina

Un antibiético policétido clinicamente importante, es producido por la bacteria
Streptomyces erythreus (Cortes et al., 1990). Es ampliamente usado para tratar
ciertas infecciones causadas por las bacterias, como bronquitis; difteria;
enfermedad de los legionarios; tos ferina; neumonia; fiebre reumatica;
enfermedades venéreas; y las infecciones del oido, el intestino, el pulmén, las vias
urinarias y la piel. También se usa antes de algunos tipos de cirugia o trabajo dental

para prevenir infecciones (MedlinePlus, 2010).
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2.3.3.2 Neomicina

La neomicina, un agente antibiético producido por Streptomyces fradiae aisaldo
de suelo. Es un compuesto basico facilmente soluble en agua y mas activo en un
medio alcalino. Es relativamente termoestable y es activo contra numerosos
organismos Gram-positivos y Gram-negativos. Es activo también contra los
organismos resistentes a la estreptomicina; cabe destacar que tiene considerable
actividad in vitro contra diferentes formas de Mycobacterium tuberculosis, en
algunos casos mostrando mayor actividad que la estreptomicina (Duncan et al.,

1951).

2.3.3.3 Estreptomicina

Antimicrobiano bactericida del grupo de los aminoglucésidos, obtenida a partir
de Streptomyces griseus. Su administracion es exclusivamente parenteral. Actda
inhibiendo la sintesis proteica bacteriana a nivel del ribosoma (Comité de

medicamentos de la asociacion espafnola de pediatria, 2013).

2.3.3.4 Espiramicina

La espiramicina es un antibiético del grupo de los macrélidos elaborado a partir
de Streptomyces ambofaciens, con accion bacteriostatica. Inhibe la sintesis proteica
bacteriana a nivel ribosomal. De caracteristicas muy similares a las de la

eritromicina y a la oleandomicina, es mas activo que estas in vivo, porque su
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concentracion sanguinea es mas persistente. Se utiliza principalmente para tratar
mastitis, asi como para controlar infecciones renuentes por estreptococos y
estafilococos. Se ha observado que es muy activo contra micoplasmas (Zenebergh

y Trouet, 1982).

2.3.3.5 Kanamicina

La kanamicina es un antibi6tico del grupo de los aminoglucésidos, de amplio
espectro, bactericida (Katzung, 2007) activo sobre bacterias Gram positivas, Gram
negativas y Mycobacterium, por lo que se indica en una amplia gama de infecciones.
La kanamicina se obtiene de la actinobacteria Streptomyces kanamyceticus

(MedlinePlus, 2012).

2.3.4 Péptidos antimicrobianos reportados en el género Streptomyces

(bacteriocinas)

2.3.4.1 Cipemicina

Cipemicina es un pro-péptido lineal y modificado, que es producido por
Streptomyces sp. OH-4156. La cipemicina no contiene puentes de lantionina pero
exhibe algunas de las caracteristicas estructurales de los lantibidticos, en particular
treoninas deshidratadas (dihidrobutirinas) y un C—terminal S-[(Z)-2-aminovinil]-D-
cisteina (Minami et al., 1994). En consecuencia, fue clasificado como un miembro

de la familia de los lantibi6ticos, péptidos modificados postraduccionalmente
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(Chatterjee et al., 2005). Sin embargo, nuevos estudios le han clasificado de forma
distinta, donde la cipemicina es el miembro fundador de una clase inusual de
péptidos sintetizados ribosémicamente y modificados postraduccionalmente

denominados linaridinas (Claesen y Bibb, 2010).

2.3.4.2 Goadsporina

Goadsporin, es un metabolito secundario de Streptomyces sp. TP-A0584, consta
de 19 aminoacidos, dos de los cuales son deshidroalaninas y seis de los cuales se
ciclan a oxazoles y tiazoles por ciclacion deshidratante y deshidrogenacion de
serina, treonina y cisteina (lgarashi et al, 2001). Goadsporina promueve el
metabolismo secundario y la morfogénesis a bajas concentraciones, e induce la
inhibicion del crecimiento en altas concentraciones en actinomicetos. Esta actividad
se observa en una amplia variedad de actinomicetos, mientras que no se observa

bioactividad en otros organismos (Onaka et al., 2005).

2.3.4.3 Legonaridina

Es un péptido perteneciente a la familia de la linaridinas, que al igual que otros
miembros de esta familia sufre de modificaciones post-traduccionales, en total
nueve, siendo 8 de estos residuos de dehidrobutirina y un N-terminal N,N-dimetilado
con un acido carboxilico en el C-terminal. Este péptido fue descubierto a partir de la

cepa Streptomyces sp. CT34 que a su vez fue aislada de suelo (Rateb et al., 2015).
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2.3.4.4 Grisemicina

Péptido producido por un cluster de linaridina en Streptomyces griseus |IFO
13350. Que al igual que otras linaridinas sufre de modificaciones post-
traduccionales, en este caso compartiendo al menos tres modificaciones idénticas
a la cipemicina, siendo un analogo estructural cercano de ésta, pero de menor
tamano. El menor rango de actividad antibacteriana reportada en comparacion con
la cipemicina se relaciona a su también mas corta estructura (Claesen y Bibb, 2011).

Su cluster asi como los procesos involucrados en la formacién del péptido
maduro son iguales a los de su analogo, por lo que consta este consta de los genes
GrmA, GrmH, GrmL, GrmD, GrmM, GrmT, con las mismas funciones descritas para

la cipemicina (Claesen y Bibb, 2011).

2.3.4.5 Péptido SapB

SapB es un pequefio péptido morfogenético secretado por Streptomyces
coelicolor, intimamente involucrado en el proceso de diferenciacion y crecimiento
del micelio aéreo (Willey et al., 1991). Funciona como un tensioactivo biol6gico,
liberando la tension superficial en la interfase aire-agua, permitiendo asi a las hifas
escapar del medio acuoso de la superficie de la colonia y crecer en posicion vertical
(Tillotson et al., 1998). Se ha reportado a ser un péptido similar a los lantibidticos,
derivando, por modificacién postraduccional del producto de un gen llamado ramS,
a través de la escisidbn proteolitica y la introduccién de cuatro residuos

deshidroalanina y dos puentes de lantionina (Kodani et al., 2004).
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2.3.4.6 Ohmyungsamycinas

Divididas en A y B, son nuevos péptidos ciclicos, se aislaron a partir de una
bacteria marina, Streptomyces genus obtenida de la arena de una playa en Jeju,
una isla volcanica en la Republica de Corea. Son depsipéptidos ciclicos que
conllevan unidades inusuales de amino acidos, incluyendo N-metil-4-
metoxitriptofano, B-hidroxifenilalanina, y N, N-dimetilvalina. Ohmyungsamycinas Ay
B mostraron actividades inhibidoras significativas contra diversas células
cancerigenas, asi como efectos antibacterianos contra bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas, incluyendo Bacillus subtilis, Kocuria rhizophila'y Proteus hauseri.
Sin embargo, ohmyungsamycin A no inhibié Staphylococcus aureus, Salmonella

enterica 6 Escherichia coli (Soohyun et al., 2013).

2.4 Péptidos antimicrobianos

2.4.1 Definicion de péptidos antimicrobianos

Son una familia de sustancias polifacéticas con complejos mecanismos de
accion relacionados con la interaccién con el patdogeno a través de su membrana, o
afectando blancos internos (Téllez y Castaro, 2010). Los péptidos antimicrobianos
(AMP) son péptidos con un numero variable (desde cinco a cien) de aminoacidos.
Estos tienen un amplio espectro de actividad contra organismos que van desde virus

hasta parasitos. Histéricamente los AMP también se han referido como péptidos
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cationicos de defensa del huésped (Brown y Hancock, 2006). Los péptidos
antimicrobianos no involucran en su método de accién procesos enzimaticos,
siendo esta una de las razones de por qué algunas sustancias como la lisozima no
es considerada un péptido antimicrobiano, pues rompe enlaces B-1,4 en las
cadenas de los peptidoglicanos (Kirby, 2001). Cuando los péptidos antimicrobianos
son producidos especificamente por bacterias reciben el nombre de bacteriocinas

(Barboza et al., 2007)

2.4.2 Clasificacion de las bacteriocinas

Diversos investigadores han buscado clasificar a las bacteriocinas de acuerdo a sus
caracteristicas bioquimicas y genéticas. A continuacion se presenta la clasificacion

de estos compuestos propuesta por Kemperman et al., (2003).

e Clase I: Lantibioticos.- Son péptidos pequerios activos a nivel de membrana
y que contienen algunos aminoacidos poco comunes como lantionina, b-
metil-lantionina y dihidroalanina que se forman debido a modificaciones
posteriores al proceso de la traduccion. Estos péptidos poseen poca
estabilidad al calor y son péptidos policiclicos (< 5 KDa) con aminoacidos
modificados. La formacion de aminodcidos no comunes se explica por la
deshidratacion de los aminoacidos serina y treonina, con la posterior adicion
de los atomos de azufre de la cisteina a los dobles enlaces de los

deshidroaminoécidos. Un ejemplo bien conocido de estas bacteriocinas es la
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nisina. A su vez, en funciébn de su estructura y modo de accién, los

lantibiéticos se subdividen en 2 grupos:

Clase IA: Péptidos elongados y catidénicos que actian a nivel de membrana
y que engloban a los lantibiéticos de un solo péptido y a aquellos que
requieren la presencia de dos péptidos para ejercer su actividad

antimicrobiana total

Clase IB: Péptidos globulares e hidréfobos que actian como inhibidores

enzimaticos.

Clase Il: No lantibidticos-bacteriocinas lineales y no modificadas
postraduccionalmente. Son péptidos pequenos (< 10 kDa) y termoestables,
que actdan a nivel de la membrana plasmatica. El representante mas
caracteristico de este grupo es la pediocina PA-1, la bacteriocina mas
estudiada después de la nisina. En este grupo se pueden identificar tres

subclases:

Clase llA: Péptidos activos contra Listeria, tienen la secuencia consenso en

la regidbn N-terminal de Y-G-N-G-V-Xaa-C y sus representantes

caracteristicos son la pediocina PA-1 y la sakacina P.
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e Clase IIB: Formadores de complejos para la formacion de poros que
consisten de dos péptidos diferentes. Ambos péptidos son necesarios para
una mejor actividad antimicrobiana. En este grupo se encuentran la

lactococcina G y las plantaricinas EF y JK.

e Clase lIC: Péptidos pequefios, termoestables, no modificados y que se
transportan mediante péptidos lider. En esta subclase solamente se reportan

las bacteriocinas divergicina A y acidocina B.

e Clase Ill: Bacteriocinas de elevado tamafo molecular (>30 kDa) y
termolabiles. Las bacteriocinas mas conocidas de esta clase son helveticina

J. V, acidofilicina A y lactacinas Ay B.

e Clase IV: Bacteriocinas complejas. Son péptidos con una parte proteica y
una o mas fracciones lipidicas o glucidicas necesarias para su actividad
biolégica. Por tanto, esta clase incluye bacteriocinas que se consideran como

glicoproteinas (lactocina S) o como lipoproteinas (mesenterocina 52).

e Clase V: Bacteriocinas de estructura circular y no modificadas
postraduccionalmente. A esta clase pertenecen la enterocina AS-48 y la

gasericina A.

2.4.3 Biosintesis de bacteriocinas
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La produccién de bacteriocinas esta generalmente relacionada a la expresién de
un cluster genético y son sintetizadas ribosomalmente (Cotter et al., 2005, Azevedo
et al, 2015). Se ha encontrado incluso relaciéon entre la presencia de cluster
predichos por andlisis bioinformaticos y la actividad antibacteriana de algunas
bacterias (Azevedo et al, 2015).

Los cluster genéticos que codifican para las bacteriocinas estan integrados por
uno o mas genes estructurales, los cuales codifican para la bacteriocina; ademas
de éstos cuentan con una bateria de genes implicados en la regulacion,
procesamiento, plegado, transporte e inmunidad. Sin la presencia de estos la
bacteriocina no podria ser sintetizada. Uno de los primeros cluster mejor estudiados
es el que codifica para la nisina, éste esta integrado por genes de modificacion
postraduccional nisB'y nisC, el gen de secrecion nisT y genes de inmunidad nisl'y
nisF, entre otros (Konings et al, 1999). En Bacillus thuringiensis se han
caracterizado bien los cluster responsables de la produccién de thurincin H y thuricin
CD, cada uno con 10 y 7 genes, respectivamente. Dentro de estos hay proteinas
reguladoras ThnR, de inmunidad Thnl, de transporte ThnEDT y TrnFG, de plegado
ThnB y TrnCD vy la de procesamiento ThnP y TrnE (siendo Thn pertenecientes al
cluster de thurincin H y las Trn para thurincin CD; Lee et al., 2009; Rea et al., 2010).
Otra de las bacterias en las cuales se han identificado este tipo de cluster son las
del género Streptomyces; El cluster de la cipemicina consta de los genes CypA (gen
estructural), CypH (hidrolasa), CypL (proteina hipotética), CypD (descarboxilasa),
CypM (metiltransferasa) y CypT (Transportador ABC). CypH y/o CypL se encargan
de deshidratar dos residuos de treonina en el propéptido de la cipemicina (CypA)

para formar dehidrobutirina (Dhb) y detiolar la cisteina interna para formar
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dehidroalanina (Dha). La alanina en el N-terminal es dimetilada por accién de la
metiltransferasa (CypM) dependiente de S-adenosil metionina (SAM) Mientras que
CypT estainvolucrada en la translocacién de la cipemicina a través de la membrana
citoplasmatica (Cleasen y Bibb, 2011). En el caso de S. griseus, su cluster asi como
los procesos involucrados en la formacién del péptido maduro son iguales a los de
su analogo, por lo que consta este consta de los genes GrmA, GrmH, GrmL, GrmD,
GrmM, GrmT, con las mismas funciones descritas para la cipemicina (Claesen y

Bibb, 2011).

2.4.4 Produccion comercial de bacteriocinas

Actualmente la produccién industrial de bacteriocinas se ve limitada por diversos
factores. Por ejemplo, la mayoria de datos e informacién ha sido obtenida solo a
nivel laboratorio y experimental, dificultando asi el escalamiento de la produccion
(Jones et al., 2005). La Unica bacteriocina que ha sido reconocida como segura para
consumo humano es la nisina, la cual es producida por Lactococcus lactis subsp.
lactis con grado GRAS (FDA, 1988). Al provenir de una cepa GRAS puede ser
obtenida directamente y aplicada sin tener que hacer manipulacién genética para
cambiarla de sistema. Es por eso que solo la nisina ha sido explotada
comercialmente. En 2003, Danisco’s Nisaplin™ fue considerada la empresa mas
comercial de nisina empleada en conservacion de alimentos. El producto contiene
2.5% de ingrediente activo, 77.5% de NaCl, 12% de proteina de leche y 6% de

carbohidratos (Jones et al., 2005).

30



2.4.5 Aplicaciones de las bacteriocinas y los péptidos antimicrobianos

2.4.5.1 En heridas y ulceras

Los péptidos antimicrobianos se manifiestan durante el proceso de reparacién
de heridas ya que contribuyen a la eliminacién de infecciones y estimulan la
reparacion de tejidos, esto se ha vinculado con la observaciéon de que en las ulceras
cutaneas que no sanan si hay bajas concentraciones del péptido LL-37. Por tanto
se ha propuesto el uso de algunos péptidos como un potencial terapéutico en el
tratamiento de quemaduras y ulceras (Murphy et al., 1993).

Por otra parte se ha observado que la HBD2 (b-defensinas humanas tipo 2) que
se encuentra en el epitelio de las superficies internas y externas del cuerpo humano,
tales como la piel y el tracto respiratorio e intestinal (Hiratsuka et al., 1998) inhibe el
crecimiento de Helicobacter pylori in vitro sugiriendo que HBD2 tiene una funcién
importante en el desarrollo de gastritis inducida por H. pylori. El péptido
antimicrobiano procariotico nisina (producido por bacterias) es otro posible agente
terapéutico para el tratamiento de Ulceras gastricas causadas por H. pylori (Jenssen

et al., 2006).

2.4.5.2 Promotores o inhibidores de apoptosis

De forma natural algunos péptidos producidos en organismos se han
demostrado a poder inhibir o promover apoptosis, como como LL-37 producido por
gran variedad de células epiteliales humanas, con capacidad de inhibir apoptosis en

neutrofilos, en contraste, se ha demostrado que promueve la apoptosis de células
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primarias del epitelio respiratorio, que es el revestimiento de las vias respiratorias,
que se extiende desde la cavidad nasal a través de la ramificacion del arbol

respiratorio hasta los sacos aéreos terminales de los pulmones (Barlow et al., 2006).

2.4.5.3 Aplicacion en el area veterinaria

Se ha empleado el uso del péptido esculentin 1-21 (proveniente de la piel de
rana) para el tratamiento de mastitis en ganado vacuno (Islas-Rodriguez et al.,
2009) con buenos resultados. Siendo la mastitis clinica y subclinica las dos formas
principales de la inflamacién de las glandulas mamarias en respuesta a una invasion
bacteriana. Caracterizandose por una disminucién de la produccion de leche, con
considerables alteraciones de su composicion (por ejemplo, disminucién de
proteinas, grasas, contenido de lactosa, aumento en el recuento de leucocitos)

(Kitchen, 1981).

2.4.5.4 En el area de los alimentos

Existen ademas estudios enfocados en el uso de los péptidos antimicrobianos

como conservadores en los alimentos, presentando ventajas como:

« La utilizacion de las bacteriocinas como conservadores de los alimentos,
permitiria la sustituciéon de aditivos quimicos de sintesis por otros
naturales, elaborados por microorganismos considerados como seguros

en los alimentos.
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« Como las bacteriocinas son resistentes al calor, acidez, baja actividad de
agua (Aw), etc., pueden utilizarse para incrementar la seguridad y la vida
atil de muchos alimentos.

e« Los alimentos con bacteriocinas purificadas mejoran la oferta de
alimentos considerados como nutraceuticos o funcionales, lo que puede
mejorar su imagen comercial y de competitividad en la industria

alimentaria (Hernandez, 2010).

3. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Justificacion

El género Streptomyces es conocido por su capacidad de producir gran cantidad
de metabolitos secundarios, los mas importantes son los antibi6ticos. Sin embargo,
también son productores de otras moléculas poco estudiadas, entre ellas se
encuentran las bacteriocinas, éstas son sustancias capaces de inhibir diversos tipos
de microorganismos que van desde bacterias tanto Gram positivas como Gram
negativas hasta hongos. Es de gran importancia encontrar una mayor variedad de
estas sustancias que actuen contra microorganismos patdgenos para el humano
dado que el uso excesivo de antibioticos puede ocasionar enfermedades crénicas y
ha desembocado en la aparicibn de cepas resistentes afectando asi grupos

vulnerables y causando un considerable impacto socioeconémico.
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3.2 Hipétesis

Tanto las condiciones de produccion como las bacteriocinas sintetizadas por
diferentes especies del género Streptomyces, pueden ser analizadas vy
caracterizadas con el fin de obtener informacion Gtil para su comprension y su

potencial aplicacion.

3.3 Objetivos

3.3.1 Objetivo general

Identificar, purificar y caracterizar péptidos antimicrobianos producidos por
bacterias del género Streptomyces con actividad antagbnica contra bacterias

patdgenas de interés en salud publica.

3.3.2 Obijetivos especificos

e Identificar cepas del género Streptomyces que produzcan péptidos
antimicrobianos con actividad antibacteriana sobre bacterias patégenas.

e Seleccionar las cepas productoras de bacteriocinas y optimizar su
produccion.

e Purificar la bacteriocina de interés a partir de la cepa productora e identificar

el gen o cluster que involucrado en la sintesis de al menos una bacteriocina.

34



o Caracterizar y determinar la estabilidad de la bacteriocina purificada.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Obtencion y conservacion de esporas de especies del género

Streptomyces.

Para la obtencion de esporas y conservacion de cultivos, diferentes cepas de
Streptomyces (S. bottropensis, S. griseus, S. violaceoruber, S. avermitilis, S.
nigrescens, S. hygroscopicus y S. CC48) fueron incubadas por aproximadamente
dos semanas o hasta existir un cambio de coloracién del medio Cultivos en medio
solido Soya-Manitol (harina de soya 20 g/L, Difco D-mannitol 20 g/L, Agar
bacteriolégico 20 g/L). En condiciones estériles se adicionaron entonces 3 mL de
agua destilada estéril (DDW) a los cultivo con ayuda de una micropipeta y con la
punta se raspo la superficie del cultivo para resuspender las esporas, las cuales
fueron transferidas a viales de 15 mL y se aforaron luego a 10 mL con DDW. Para
romper la cadena de esporas las suspensiones fueron mezcladas por agitacidén
vigorosa con vértex hasta alcanzar la homogeneidad. Las suspensiones
homogéneas de esporas fueron filtradas a través de un filtro de algodon estéril y
centrifugadas a 4500 rpm por 10 min, tras lo cual se decantaron y las pastillas fueron
finalmente resuspendidas en 1 mL de glicerol estéril al 10%. Las esporas se

almacenaron a -70°C (Shepherd et al., 2010).
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4.2 Identificacion de contaminantes

4.2.1 Cultivo de esporas en caja

Para comprobar la pureza de las esporas conservadas, se realizé un cultivo de
40 pL de esporas (107 e/mL) de Streptomyces en cajas Petri con agar Soya-Manitol
(harina de soya 20 g/L, D-manitol 20g/L, agar bacteriolégico 20g/L) previamente
esterilizado por duplicado, y se incubé a 28°C, observando periédicamente la

presencia o ausencia de contaminaciones.

4.3 Identificacion de especies del género Streptomyces con actividad
antibacteriana

Esporas conservadas en glicerol al 10% de diferentes cepas de este género
fueron cultivadas en medio liguido YEME (extracto de levadura 3 g/L, extracto de
malta 3 g/L, peptona 5 g/L, glucosa 10 g/L y sucrosa 170 g/L) a 28°C y 200 rpm, por
aproximadamente 8 dias (Orsaria et al., 1998) o hasta que mostraron un cambio
visible de coloracion del medio. Una vez llegado este punto, se centrifugaron a 7000
rom por 15 min y se conservo el sobrenadante, que fue probado por el método de
difusién de pozos contra diferentes bacterias patéogenas (Micrococcus luteus,
Bacillus aerius, Salmonella spp., Bacillus wiedmannii, Streptococcus canis,
Enterococcus caseiflavus, Bacillus cereus 183, Bacillus cereus st. JCM 2152, Vibrio
parahaemolyticus, Listeria monocytogenes, Listeria innocua) a manera de bacteria
indicadora. Para realizarlo, se prepararon cajas con 20 mL de agar de pozos (0.7 g

de TSB (caldo soya tripticaseina) y 6 g de agar bacteriolégico en 500 mL) y 140 uL

36



(1 x 10% cel/mL) de la bacteria a probar, y una vez solidificado se hicieron pozos de
8 mm de diametro con un sacabocados estéril. Las cajas fueron almacenadas 2 h a
28°C para eliminar la humedad, tiempo tras el cual se agregaron los sobrenadantes
obtenidos del cultivo de las Streptomyces a los pozos; las cajas se incubaron por 12
h a 4°C para lograr difusién, seguido de una incubacion de 24 h a 37°C o 28°C,
dependiendo de la bacteria contra la que se prob6 la actividad antimicrobiana,
después se determio el halo de inhibicién. Para confirmar la identidad de aquellas
cepas que mostraron actividad se realizé la secuenciacion de un fragmento del gen
16S rDNA utilizando oligonucleétidos: StrepB directo
ACAAGCCCTGGAAACGGGGT vy StrepE reverso CACCAGGAATTCCGATCT,
disenados por Rintala et al., en 2001. Para la amplificacién se prepar6 la siguiente
mezcla de reaccién: 0.2 mM de dNTPs, 0.2 uM de cada oligonucleétido, 1X de Taq
buffer + (NH4)2S04-MgClz, 2 mM de MgClz, DMSO (3%) y 1U de Taq Polymerase
(Termofisher). El protocolo de PCR fue como sigue: 5 min a 95°C; 30 ciclos de 30 s
a 95°C, 1 min a 68°C y 1.5 min a 72°C, con una extensién final de 5 min a 72°C en
un termociclador C1000™ Touch (Bio-Rad). Se verifico la amplificacion por

electroforesis (90 V) en geles de agarosa al 1.5% (p/v).

4.4 Analisis de las condiciones Optimas para la produccion de

compuestos antimicrobianos.

Con el fin de conocer las mejores condiciones para la produccion de
compuestos con actividad antimicrobiana, se realizaron curvas de crecimiento bajo
diferentes condiciones (Tabla 1). Cada 24 h se tomaron dos muestras de cada
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replica, una para monitorear la densidad o6ptica a 600 nm y la otra para ser
centrifugada a 13,000 rpm por 2 min y el sobrenadante probado en pozos contra
bacteria indicadora para conocer la actividad; posteriormente se calcul6 la actividad

especifica tras cuantificar la concentracion de proteina en los sobrenadantes.

Tabla 1. Condiciones de cultivo empleadas en las curvas crecimiento

Medio de cultivo Temperatura (°C) Velocidad de agitacion (rpm)

A YEME! 28 200
B TSB? 28 200
C MIN?3 28 200
D YEME 37 200
E TSB 37 200

'YEME: Medio especifico para el género Streptomyces (Shepherd et al., 2010)
2TSB: Tryptic Soy Broth

3 MIN: Medio minimo para el género Streptomyces (Hopwood et al., 1985)

4.5 Analisis estadistico de las diferentes condiciones de crecimiento.

Usando el programa Statgraphics Centurion XVI.I se realiz6 un ANOVA
multifactorial de los datos obtenidos con un intervalo de confianza del 95%, con el
cual se identifico que variables fueron estadisticamente significativas,
posteriormente y por medio de una comparacion de medias por el método de Tukey
se conocid que nivel o niveles de las variables que presentaban significancia. Con
base a estos analisis se pudo determinar cudl de los tratamientos empleados fue el

mas apropiado para la producciéon de compuestos antimicrobianos.
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4.6 Fraccionamiento con sulfato de amonio ((NH4).SO,).

Las cepas Streptomyces fueron cultivadas bajo las mejores condiciones
determinadas por el ensayo de andlisis de las condiciones para produccion de
compuestos antimicrobianos. Los cultivos fueron luego centrifugados a 5000 rpm
por 15 min, para conservar el sobrenadante y desechar la pastilla.

El fraccionamiento se comenz6 con una saturacion de sulfato de amonio del
30%. Se dej6 precipitando a temperatura ambiente por 2 h en agitacion, después
se centrifugd a 10,000 rpm por 30 min y se resuspendieron las proteinas
precipitadas en buffer de fosfatos 100 mM pH 6.8. Posteriormente al sobrenadante
se le agreg6 el sulfato de amonio necesario para alcanzar el 40% se saturacién y
se repiti6 el proceso. Lo mismo se realiz6 para las saturaciones al 50, 60, 70 y 80%.
Todas las fracciones que se obtuvieron fueron luego dializadas en buffer de fosfatos
100mM (pH 6.8) durante una noche a 4°C, usando membranas con corte de 3 kDa.
Finalmente las fracciones fueron cuantificadas por método de Bradford y probadas

en pozos contra la bacteria indicadora.

4.7 Produccion y precipitacion de las probables bacteriocinas.

Para cada cepa se utilizaron las condiciones éptimas de cultivo y precipitacion
detectadas en las pruebas anteriores. En general, se utilizé el medio especifico
YEME, a una temperatura de 28°C (a excepcidén de S. violaceoruber, que se cultivd
a 37°C) por un lapso de 300 h. Los cultivos fueron luego centrifugados a 7,000 rpm
por 20 min para precipitar y desechar las células en una pastilla. Las precipitaciones
se realizaron a una saturacion de sulfato de amonio de 50% para las cepas S.
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violaceorubery nigrescens, 60% para S. griseus y 40% para S. bottropensis a 4 °C
con agitacion constante durante una noche. Las proteinas precipitadas fueron
sedimentadas por centrifugacién a 10,000 rpm durante 30 min a 4 °C, el
sobrenadante se desechd y el precipitado se resuspendié en buffer de fosfato 100
mM (pH 6.8), después se dializ6 durante una noche a 4°C contra el mismo buffer
utilizando tubos de mini-dialisis y membranas con un corte de 3 kDa. Las proteinas
dializadas se almacenaron a -20 °C (Barboza et al., 2007).

La actividad, tanto de los sobrenadantes sin precipitar como de los precipitados
se comprobd en prueba de pozos, como se indicoé anteriormente. Para comparar la
presencia de compuestos proteicos entre los sobrenadantes y sus precipitados con
sulfato de amonio, se elabord un gel Tris-Tricina SDS-PAGE y finalmente se realiz6
una tincién en plata (Mortz et al., 2001) con el fin de detectar compuestos proteicos
en concentraciones mas bajas (< 0.5 ng) en especial de bajo peso molecular

(probables bacteriocinas).

4.8 Actividad antibacteriana de las bacteriocinas parcialmente purificadas
contra bacteria indicadora B. cereus 2152 en medio liquido.

En un matraz que contenia 75 mL de medio TSB se adicionaron 157.5 pyg de
la sustancia tipo bacteriocina parcialmente purificada por precipitacién de sulfato de
amonio, posteriormente cada matraz fue inoculado con 75 pL de preindculo de la
bacteria indicadora B. cereus 2152 a una densidad oOptica de 0.5. Los cultivos
inoculados fueron incubados a una temperatura de 28°C con una agitacion

constante de 200 rpm durante 10 h, se tomaron muestras periédicas a cada hora
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para medir densidad éptica a 600 nm. Los datos obtenidos fueron posteriormente
analizados y graficados. Esta prueba se realiz6 para cada sustancia tipo

bacteriocina producida por cada cepa de Streptomyces analizada en este estudio.

4.9 Interaccion antimicrobiana entre las cepas del género Streptomyces.

Veinte microlitros de una suspension de esporas a una concentracién de 107
esp/mL fue sembrada por método de extension en placa sobre medio sélido YEME-
agar. Sobre el cultivo se dispusieron discos estériles de papel filtro con un didmetro
de 8 mm previamente impregnados con 20 pL de la sustancia tipo bacteriocina
producida por cada cepa, discos impregnados con 20 uL de gentamicina (20 mg/mL)
fueron usados como control positivo. Los cultivos se incubaron por 48 h a 28°C. Los

halos fueron finalmente medidos y la actividad especifica calculada.

4.10 Anadlisis de percepcion de quorum utilizando las probables
bacteriocinas como inductores.

Se realizaron diluciones seriadas de las probables bacteriocinas parcialmente
purificadas (1:10, 1:100, 1:1000) y se probaron en pozos contra B. cereus para
detectar actividad. Posteriormente se cultivaron cepas de Streptomyces a 28°C en
medio especifico YEME por 322 h, agregando las probables bacteriocinas
parcialmente purificadas y sus diluciones como inductores (1 uL/1 mL). Las primeras

cuatro muestras se tomaron cada 12 h, siguiendo después cada 24 h. Estas
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muestras se tomaron por duplicado, una para monitorear la densidad éptica a 600
nmy la otra para ser centrifugada a 13,000 rpm por 2 min y el sobrenadante probado
en pozos contra B. cereus como bacteria indicadora para conocer la actividad. Los

datos obtenidos fueron luego graficados y comparados.

4.11 Caracterizacion parcial de las probables bacteriocinas.

4.11.1 Efecto de la temperatura.

Alicuotas de los extractos crudos de las producciones de las cepas S.
bottropensis, S. griseus, S. violaceoruber y S. nigrescens fueron incubadas a
diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 y 120°C) por 10 min y

probadas en prueba de pozos contra bacteria indicadora.

4.11.2 Efecto del pH.

Las muestras de los extractos crudos de las producciones de las cepas S.
bottropensis, S. griseus, S. violaceoruber y S. nigrescens fueron diluidas a una
proporcidén 1:10 en buffer a diferentes pH e incubado a temperatura ambiente por 2
h, para ver el efecto sobre la actividad de nuestros probables péptidos. Los buffers
(buffer de glicina, acido citrico, MES, Tris base y fosfato de sodio) se usaron a una
concentracién final de 100 MM apH 5,6, 7,8, 9y 10y20 mMMapH 3y 4 .Las
muestras tratadas se evaluaron por ensayo de difusién en pozos contra la bacteria

indicadora B. cereus y se us6 como control positivo la muestra tratada en buffer de
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fosfatos pH 6.8, 100 mM y como control negativo cada uno de los buffers antes

mencionados.

4.11.3 Tratamiento con enzimas proteoliticas.

Noventa pL de cada muestra fueron tratados con proteinasa K producida por
células de Pichia pastoris con un gen clonado de Tritirachium album (Thermo
Scientific™), proteasa de S. griseus (SIGMA®), tripsina extraida de pancreas porcino
(SIGMA®) y quimiotripsina de péancreas bovino (SIGMA®), cada uno a una
concentracion final de 1 mg/mL. Las reacciones se incubaron a 37°C por 2 h. Las
muestras tratadas fueron probadas por ensayo de pozos contra la bacteria
indicadora, usando como controles las diluciones sin tratar y las soluciones de las

enzimas a la misma concentracion (Barboza et al., 2007).

4.12 SDS-PAGE y ensayo de actividad por sobrecapa.

Diez pL de las muestras resuspendidas en buffer de Laemmli fueron corridas en
geles de Tris-tricina por duplicado. Un gel fue tefiido en solucién de Coomassie y el
otro se lavd 4 veces en intervalos de 10 minutos con agua destilada. El gel se colocé
después en caja Petri estéril y se realizé una sobrecapa con agar pozos (0.7 g de
TSB (caldo soya tripticaseina) mezclado con 6 g de agar bacteriolégico en 500 mL)
y 140 pL (1 x 10° cel/mL) de la bacteria B. cereus. Se dejé incubar a 28°C por una

noche.
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413 Actividad y validacion de tratamiento de enzimas proteoliticas en
sobrecapa.

Muestras de los extractos crudos de las producciones de las cepas S.
bottropensis, S. griseus, S. violaceoruber y S. nigrescens tratadas con enzimas
proteoliticas se corrieron en un gel SDS-PAGE Tris-Tricina al 16%, utilizando como
control positivo la muestra sin tratar. El gel se lavé cada 10 minutos con agua
destilada por 4 veces. El gel se coloc6 después en caja Petri estéril y se realiz6 una
sobrecapa con agar pozos (0.7 g de TSB (caldo soya tripticaseina) mezclado con 6
g de agar bacteriolégico en 500 mL y 140 pL (1 x 10° cel/mL) de la bacteria a probar.

Se incubd entonces a 28°C por una noche.

4.14 Fraccionamiento por peso molecular y prueba de actividad por
sobrecapa para identificacion de la probable bacteriocina de S.
nigrescens.

Los productos obtenidos tras la didlisis de los precipitados con sulfato de amonio,
se fraccionaron mediante filtracion por centrifuga usando cartuchos con membranas
(Amicon) de diferente corte (80 kDa, 10 k Da y 3 kDa). Las muestras de
aproximadamente 2 mL se colocaron en el cartucho con membrana de 30 kDa, se
centrifug6é luego a 5000 rpm hasta haber filtrado aproximadamente 1 mL; se agregé
este filtrado a un cartucho con membrana de 10 kDa y se repitio la operacion hasta
haber filtrado 500 pL aproximadamente, fraccion la cual se filtré ahora en cartucho
con membrana de 3 kDa bajo las mismas condiciones. Los tamafos moleculares de

las diferentes fracciones obtenidas fueron >30 kDa, <30->10 KDa, <10->3 kDa y
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finalmente <3 kDa. Las muestras fueron preparadas usando 50 uL de muestra 'y 20
WL de Buffer de Laemmli sin agente reductor, las muestras no fueron calentadas.
Estas fracciones fueron corridas en gel Tris-Tricina SDS-Page al 16% por duplicado,
uno con el fin de ser tefidas con plata como se indicd anteriormente y otro para

probar en sobrecapa.

4.15 Aplicacion de diferentes tratamientos para la eliminacion de proteinas
de alto peso molecular y conglomerados en las muestras de S.

nigrescens.

Se buscd que la probable bacteriocina producida por S. nigrescens estuviese lo
mas libre de proteinas de alto peso molecular, y analizar si de esta forma se evitaba
la formacién de conglomerados, para lo que se probaron diferentes tratamientos a
la produccidn de esta cepa, como se indica a continuacion.

El sobrenadante libre de células de un cultivo de 12 dias de S. nigrescens fue
calentado a 80°C por 10 minutos en bafo Maria, luego centrifugado a 5000 rpm por
20 minutos y el remanente fue precipitado con una saturacion al 50% de sulfato de
amonio, la pastilla que fue obtenida se resuspendié en 1 mL de buffer 100 mM de
glicina, acido citrico y fosfato de sodio a pH 10 para posteriormente ser dializado
contra el mismo buffer por una noche.

El sobrenadante libre de células de otro cultivo de 12 dias de S. nigrescens fue
precipitado con una saturacion al 50% de sulfato de amonio, las pastillas obtenidas

se resuspendieron en 1 mL de buffer 100 mM de glicina, acido citrico y fosfato de
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sodio a pH 10 para posteriormente ser dializados contra el mismo buffer por una
noche.

Otra muestra que también fue respuspendida y dializada por una noche en el
mismo buffer se calenté a 80°C durante 10 minutos.

Se observé la presencia o ausencia de conglomerados y la muestra fue corrida
en un gel SDS-PAGE tris-tricina al 16 % y tefiido en azul de Coomassie, como
control se us6 una muestra que no fue tratada con calor para comparar patrén de

bandeo.

4.15.1 Purificacidn de la bacteriocina producida por S. nigrescens.

Para precipitar los conglomerados de la bacteriocina, se centrifugé a 13,000 rpm
por 5 minutos una alicuota de 1 mL de suspension de la bacteriocina resuspendida
y dializada en buffer pH 10; la pastilla precipitada tras la centrifugacién fue lavada 3
veces y resuspendida en 500 pL con el mismo buffer, mientras que el sobrenadante
fue filtrado en un cartucho estéril para jeringa de .45 ym (Thermo Fisher).

El filtrado se purificé usando la columna de exclusion molecular Superdex 30
HiLoad 16/60 (GE Healthcare), usando como fase movil un buffer pH 10, 100 mM
en un flujo isocratico de 1mL/min. Se obtuvieron fracciones de 2 mL que fueron
colectadas para posteriormente ser sometidas a prueba de actividad por ensayo de
gotas en césped (Barefoot y Klaenhammer, 1983).

Las fracciones que mostraron actividad fueron concentradas hasta alcanzar un
volumen de 500 pL por fraccionamiento en cartucho con un corte de membrana de

3 kDa. Las muestras obtenidas en cada uno de los pasos antes mencionados fueron
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corridas en gel SDS-PAGE tris-tricina al 16 % por duplicado, para ser tefido en azul

de Coomassie y también sometido a prueba de actividad en sobrecapa.

4.16 Electroforesis en gel bidimensional (2-D).

Una muestra de 200 ug de la bacteriocina producida por S. nigrescens se llevo
a un volumen de 125 uL con buffer de rehidratacién (Urea 8 M, CHAPS 2%, anfolitos
1%, DTT 1%), posteriormente se esparci6 la muestra en un carril para
isoelectroenfoque (IEF) del PROTEAN i12™ |EF System (BIO-RAD) y encima se
coloc6 una tira de 7 cm pH 3-10 por 15 min, tiempo tras el cual fueron adicionados
2 mL de aceite mineral. Se dej6 16 horas en rehidratacion. A continuacién se

describen los pasos durante la corrida del 2D.

Paso Voltaje Ramp Tiempo Unidades
1 250 Répido 00:20 HH:MM
2 4000 Gradual 01:00 HH:MM
3 4000 Répido 15000 Vh
4 500 Mantener

Una vez terminado el isoelectroenfoque la tira se retird del carril y el exceso de
aceite fue removido. Las tiras se equilibraron durante 20 min en Buffer de Equilibrio
1 (Urea 6 M, SDS 2%, Tris HCI pH 8.8 (1.5 M) 0.06 M, Glicerol 20% y DDW) + DTT

al 2%, y 20 min mas en Buffer de equilibrio 2 (igual al buffer de equilibrio 1 pero
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sustituyendo el DTT por lodoacematida al 2.5%); la tira se enjuag6 en buffer de
corrida SDS-PAGE tras el equilibrio.

La tira fue colocada sobre un gel Tris-Tricina SDS-PAGE al 16% preparado 24 h
antes y sellada con agarosa de bajo punto de fusién al 0.5%.

La electroforesis fue llevada a cabo a 80 V y el gel fue tefido finalmente con azul

de Coomasie. Los spots obtenidos fueron cortados y mandados a secuenciar.

4.17 Determinacion actividad inhibidora de proteasas de la bacteriocina de
S. nigrescens.

Para la determinacién de actividad inhibidora de proteasas se emplearon 2.5 pyL
de albumina (2.5 mg/mL) y se mezclaron por separado con 3.0 yL de proteinasa K,
tripsina o quimiotripsina (10 mg/mL) y 1 uL de bacteriocina purificada (2.1 mg/mL)
las reacciones fueron llevadas a 15 yL de volumen final con agua destilada estéril
e incubadas 1 h a 37°C, posteriormente 5 yL de Buffer de Laemmli sin agente
reductor fueron adicionados a cada reaccion y se llevaron a ebullicion por 5 min.
Las mismas mezclas pero sin bacteriocina fueron usadas como controles.

Las muestras fueron corridas en un gel Tris-tricina SDS-PAGE al 16% a 120 V,
el cual fue finalmente tefido en azul de Coomasie y destefiido en solucién de acido

acético 10% para observar el patron de bandeo obtenido.

4.18 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de la bacteriocina de S.

nigrescens contra bacterias patégenas.
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Con el fin de conocer la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se prepararon
matraces de 250 mL con 100 ml de medio TSB que fueron después adicionados
con la bacteriocina semipurificada a diferentes concentraciones finales (2.1, 1.0 y
0.5 ug/mL) y finalmente inoculados con 100 uL de preindculo 1 x 108 cel/mL de la
cepaindicadora a analizar (B. cereus 2152, M. luteus, S. canisy V. parahemoliticus),
cultivos de las mismas bacterias sin bacteriocina anadida fueron usados como
control. Los cultivos fueron incubados a una temperatura de 37°C y a una agitacién
constante de 200 rpm durante 10 h, tomando muestras cada hora para determinar
la densidad optica (DO) a 600 nm. Los datos obtenidos fueron posteriormente

analizados y graficados.

4.19 Identificacion y amplificacion de los genes codificantes de las

probables bacteriocinas.

Los genomas de las cepas fueron analizados mediante el programa
bioinformatico BAGEL (Bagel automated bacteriocin mining)

(http://bagel.molgenrug.nl/) para obtener una prediccion de posibles bacteriocinas.

Con esta informacién, se disenaron oligonucledtidos especificos para obtener la
amplificacion correspondiente a los genes estructurales y clusteres completos de
algunas de las bacteriocinas probablemente producidas por estas cepas Tabla 2.
Tomando ademas ventaja de que hay algunos reportes de bacteriocinas de S.
griseus, decidimos usar los oligonucleotidos reportados (Claesen y Bibb, 2011) con
la finalidad de amplificar uno de estos genes y clonarlo. Para la reaccion de PCR se
us6 DNA gendmico extraido por el método propuesto por Poutou et al., en 2005.
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Para la amplificacion de genes estructurales la mezcla de reaccion contenia: 0.2
mM de dNTPs, 0.2 uM de cada oligonucleétido, 1X de Taq buffer + (NH4)2SOs-
MgClz, 2 mM de MgClzy 1U de Taqg Polymerase (Termofisher®). El protocolo de
PCR fue como sigue: 5 min a 95°C; 30 ciclos de 30 s a 95°C, 1 min a68°Cy 30 s a
72°C, con una extension final de 5 min a 72°C en un termociclador C1000™ Touch
(Bio-Rad). Se verificé la amplificacién por electroforesis (90 V) en geles de agarosa
al 1.5% (p/v).

Para la amplificacién de clisteres completos se empleé DMSO (concentracién
final 3%) y el buffer utilizado fue el buffer 5x GC phusion, especifico para la
Phusion™ DNA Polymerase (Thermo Scientific™). El protocolo de PCR fue como
sigue: 30 s a 98°C; 30 ciclos de 10 s a 98°C, 30 s a 58°C y 2.5 min a 72°C, con una
extension final de 5 min a 72°C en un termociclador C1000™ Touch (Bio-Rad). Se
verifico la amplificacién por electroforesis (90 V) en geles de agarosa al 1% (p/v).

Para el caso de S. bottropensis se usaron los oligonucleétidos para el gen
estructural de la bottromcina D reportado por Hou et al. en 2012; se buscaron
ademas genes ortélogos de la cepa S. avermitilis y se logro identificar un cluster de
genes relacionados, tambien se disefiaron oligonucledétidos para el cluster de esta

ultima cepa.

Tabla 2. Oligonucleétidos disefiados en este trabajo

Nombre Secuencia 5°-3’ Amplificacion (pb) Datos
CypcluFw CCCAAGCTTGTGCCGCCGGGCCCG 15,148 Cipemicina cldster
CprlllRV CCCAAGCTTGACGACGCCCGGCACG ’ Completo

CypFw CCCAAGCTTGTGCGATCTGAGATGACTCTTAC 195 Cipemicina gen
CypRv CCCAAGCTTTCAGCAGACCAGGCAGATCGTG estructural
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GrmAFw
GrmARv

BGrmestF
BGrmestR
GrmA-HF
GrmA-HR
GrmA-MF
GrmA-HR
GrmA-TF
GrmA-HR
GripepFw

GripepRv

AvrCluFw
AvrCluRv

BtpCluFw
BtpCluRv

BottoestFw

BottoestRv

AGGAGCGGGCCTTGCTC
CGCCGCGAGTGTCACC

CCCAAGCTTTCAGCAGACGAGACAGATGGTG
CCCAAGCTTATGCGACTCGATTCGATTGCAAC

CCCAAGCTTCTACTTGGCATGTATGAACCTTCGGATGGCGC
CCCAAGCTTATGCGACTCGATTCGATTGCAACGCAGGAGAC

CCCAAGCTTGGTGACCGTCGCGCCCTCGGCGGCGAG
CCCAAGCTTATGCGACTCGATTCGATTGCAACGCAGGAGAC

CCCAAGCTTCCCAGCTCCACCCGGCCGTCGCGCGCCTC
CCCAAGCTTATGCGACTCGATTCGATTGCAACGCAGGAGAC

CCCAAGCTTAACCTCTGTTGGGTTTCTGGG
CCCAAGCTTCGACCCGCTGGTCACTGCA

CCGGAATTCTCTTCCATCAGCGCGGCCAGCGC

CCGGAATTCGCGCTGGCCGCGCTGATGGAAGA

CCGGAATTCGATGCCCGCCCGAGGTCGAG
CCGGAATTCCTCGTGCCCGAGGACACGAAC

ATGGGACCCGTAGTCGTATTCGAC
CCAGGCGCCCAGGACTCCA

968

195

2,069

3.920

4,549

9,602

7,968

7,855

135

Grisemicina gen
estructural con 380 pb
rio arriba y 393 rio
abajo'
Grisemicina gen
estructural
Grisemicina estructural e
hidrolasa
Grisemicina estructural a
metil transferasa
Grisemicina estructural a
transportador ABC
Griseopeptina cldster
completo
Averminopeptina clister
completo
Ort6logo de
Averminopeptina en S.
bottropensis
Gen estructural de la

bottromicina

10ligos reportados por Claesen y Bibb, 2011

4.19.1 Prueba de antagonismo contra Escherichia coli TOP 10 y E. coli BL21

Rosetta 2.

Se realizaron pruebas de antagonismo para comprobar que la produccion de

S. griseus no tiene actividad contra las bacterias en las que se transformara el

cluster. S. griseus se crecio en medio YEME por 12 dias a 28 °C, una muestra del

sobrenadante libre de células fue conservada para ser probada y el resto fue

precipitado por saturacién de sulfato de amonio, luego se resupendio y dializé en

buffer pH 10. Tanto el sobrenadante como la bacteriocina parcialmente purificada
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fueron probadas en ensayo de difusion de pozos contra E. coliTOP10y E. coliBL21
Rosetta 2 (cepas donadas por el laboratorio de Bioquimica estructural a cargo del

Dr. Luis Gabriel Brieba de Castro, LANGEBIO).

4.20 Clonacion de segmentos del cluster de grisemicina.

Se obtuvieron amplificaciones que corresponden diferentes segmentos del
cluster de grisemicina, se seleccioné la amplificacion de mayor tamano, la cual
recibié el nombre de fragmento A-T, por comenzar con el gen GrmA y terminar en
el gen GrmT; esta amplificacion fue obtenida con los oligonucleétidos GrmA-TF y
GrmA-HR. Este se clon6 en el vector de expresion pCold | (vector donado por el
laboratorio de Bioquimica estructural a cargo del Dr. Luis Gabriel Brieba de Castro,
LANGEBIO) y se transformé6 en la cepa BL21 Rosetta 2 para la expresion con el
objetivo de obtener la cepa recombinante E. coli::BL21R2::pColdl::AT. Para conocer
exactamente los genes que fueron clonados se secuenciaron las construcciones
con oligonucleétidos: pColdFw, GrmA-TFw, GrmA-MFw y GrmA-HFw (Tabla3). Las
secuencias fueron analizadas mediante alineamientos con las secuencias

reportadas para el cluster de grisemicina.

4.20.1 Secuenciacion de la construccion.

Se usaron las combinaciones de oligonucleétidos motrados en la Tabla 3 para

amplificar segmentos del cluster dentro del vector y posteriormente secuenciarles.

Tabla 3. Juego de oligonucledtidos usados para amplificar segmentos de la construccion.
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Oligo directo  Oligo reverso Genes amplificados Tamano esperado

pCold Fw pColdRv A H L DM T 4,800 pb
pCold Fw AHRv A H 2,069 pb
pCold Fw AMRv AM 3,920 pb
pCold Fw ATRv A H L D MT 4,549 pb
pCold Rv GrmH-Cter Fw L,D,M, T 2,512 pb

4.21 Induccién de la grisemicina.

Un preinéculo de la bacteria transformada fue dejado crecer en medio LB con
ampicilina (100 pg/mL) y cloranfenicol (34 pg/mL) por 16 h a 37°C. De este
preinbculo se tomaron 5 mL para inocular 500 mL de LB con ampicilina y
cloranfenicol y se dejé crecer hasta llegar a una densidad éptica a 600 nm de 0.5.
En este punto se tom6 1 mL del cultivo para usarlo como muestra no inducida, el
resto se coloc6 a 4°C por 15 minutos, tiempo tras el cual se le agregaron 500 pL de
IPTG 0.5 M como inductor. La induccién se dejé 16 h a 18°C.

De este cultivo se tomé 1 mL como muestra inducida, se centrifugé a 5000 rpm
por 10 minutos y se decantd. El resto del cultivo fue igualmente centrifugado. El
boton resultante se almacené a -70°C y el sobrenadante se precipité con 60% de
sulfato de amonio y se dializé contra buffer de fosfatos pH 6.8, 100 mM. Los botones
tanto de las muestras inducidas y no inducidas se resuspendieron en 50 uL de buffer
de fosfatos pH 6.8 100 mM y fueron sonicados por 30 seg a una amplitud de 40,
para finalmente ser resuspendidos en 50 uL de buffer de Laemmli y hervidos 5

minutos.
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4.22 Actividad de la cepa transformada E. coli BL21::R2::pCold::A-T en

pozos.

Con 100 pL de los preinéculos de las bacterias E. coli:BL21R2::pColdl::AT y E.
coli BL21::R2 con el vector pColdl vacio se inocularon 10 mL de medio liquido LB
con ampicilina y cloranfenicol. Los cultivos fueron llevados a una DOggonm de 0.5,
cuando alcanzaron la DO se tom6 una muestra de 1 mL de cada cultivo y se
centrifugd 5 min a 13,000 rpm (muestras no inducidas), el resto de los cultivos se
colocaron en hielo por 15 min, tiempo tras el cual se agregaron 10 pL de IPTG 0.5
M a cada cultivo y se dejaron induciendo a 16°C toda la noche. Pasado el tiempo
se tom6 1 mL del cultivo inducido de cada cepa y se centrifugaron por 5 min a 13,000
rom. Las pastillas obtenidas fueron resuspendidas en 100 yL de NaCl 150 mM,
luego hervidas 5 minutos y sonicadas a una amplitud de 40 por 1 min. Las muestras

fueron probadas en pozos contra la bacteria indicadora B. cereus 2152.

4.23 Comprobar la expresion del gen de grisemicina por sintesis de cDNA.

4.23.1 Extraccion de RNA.

Se realiz6 una induccidn en las bacterias E. coli::BL21R2::pColdl::AT y E. coli
BL21::R2 con el vector pColdl vacio; se tomaron muestras al tiempo cero (no
inducidas) y a las 16 h de induccién con 0.5 mM de IPTG a 16°C. Las muestras
fueron centrifugadas y decantadas, los botones se utilizaron para realizar la

extraccion de RNA total.
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Los botones resuspendidos en 750 uL de trizol (TRI Reagent®) y se incubaron
por 5 minutos a temperatura ambiente, tiempo tras el cual se le adicionaron6 150
ML de cloroformo y se homogeneiz6 en vortex a 3600 rpm por 30 segundos,
posteriormente se dejo reposar 3 minutos a temperatura ambiente, una vez
transcurrido el tiempo se separaron las fases por centrifugacion a 13,000 rpm
durante 15 minutos a 4°C. La fase acuosa fue tratada con 375 uL de isopropanol,
se incubd por 10 minutos; después se centrifugo por 10 minutos a 13,000 rpm a 4°C
y se descarto6 el sobrenadante.

La pastilla se resuspendio en 750 uL de etanol al 75%, se agité suavemente en
vortex y se centrifugé por 5 minutos a 10,000 rpm por 5 minutos a 4°C; se descartd
el sobrenadante y la pastilla se dej6 secar a temperatura ambiente por 10 minutos.
Finalmente la pastilla se resuspendié en 30 uL de agua libre de RNAsa y se incub6

a 60°C por 10 minutos.

4.23.2 Tratamiento con DNAsa.

El tratamiento se realizé en una mezcla de reaccion que se ajusté a 10 pyL con agua
libre de RNAsa y que contenia 1 yL de DNAsa | (Jena Bioscience), 1 uyg de RNA 'y
1 uL de 10x DNAsa Reaction Buffer (100 mM Tris HCI pH 7.6, 25 mM MgCl2, 5mM
CaCly).

La reaccion se incubo a 37°C por 30 minutos y posteriormente a 67°C por 10

minutos para inactivar la enzima y asi detener la reaccion.
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4.23.3 Sintesis del cDNA.

Se utilizé el sistema iSCript Reverse Transcription supermix for RT-qPCR
(Bio-Rad), haciendo una reaccién con 2 pL del supermix y 8 uL de la reaccion
previamente tratada con DNAsa, llevando a un volumen final de 10 pL.

Las condiciones de reaccién fueron: 25°C/5 min para el priming, 46°C/20 min

para la transcripcién reversa y 95°C/1 min para la inactivacion de la enzima.

4.23.4 Amplificacion del gen de Grisemicina a partir del cDNA.

Para la reaccién de PCR se usé el cDNA obtenido de las muestras de los
cultivos de la cepa transformada E. coliBL21::R2 con el vector pColdl vacio inducido
y de la transformante E. coli::BL21R2::pColdl::AT tanto inducido como no inducido
y se usé agua como control negativo. Para la amplificacién del gen estructural, la
mezcla de reaccion de 10 uL contenia: 0.2 mM de dNTPs, 0.2 uM de cada
oligonucleétido, 1X de Taq buffer + (NH4)2SO4-MgCl2, 2 mM de MgCl,, DMSO
(concentracion final 3%), 1 puL de la reaccion de sintesis del cDNA y 1U de Taq
Polymerase (Termofisher). El protocolo de PCR fue como sigue: 5 min a 95°C; 30
ciclos de 30 s a 95°C, 1 min a 68°C y 30 segundos a 72°C, con una extension final
de 5 min a 72°C en un termociclador C1000™ Touch (Bio-Rad). Se verificé la

amplificacion por electroforesis (90 V) en geles de agarosa al 1.5% (p/v).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Obtencion y conservacion de esporas de especies del género

Streptomyces

Esporas de diferentes cepas del género Streptomyces (S. bottropensis, S.
griseus, S. violaceoruber, S. avermitilis, S. nigrescens, S. hygroscopicus, S.
pristinaespiralis y S. rochei CC48) fueron obtenidas por el método propuesto por
Shepherd et al. en 2010 y conservadas a -70°C. Dichas esporas fueron sembradas
en agar Soya-Manitol comprobando asi su pureza.

Los cultivos de S. avermitilis mostraron crecimiento anormal sobre la superficie
del Streptomyces, debido a esta contaminacién descartamos a esta cepa para

produccién de péptidos antimicrobianos.

5.2 Identificacion de especies del género Streptomyces con actividad

antibacteriana

Se logro detectar actividad antimicrobiana sobre varias bacterias patdgenas en
cuatro de las ocho cepas de Streptomyces que fueron probadas; estas fueron S.
bottroprensis, S. griseus, S. violaceruber y S. nigrescens cuyo rango de actividad
puede observarse en la Tabla 4. Esta prueba también nos permitié seleccionar una
bacteria indicadora para usar en posteriores pruebas, se seleccioné a Bacillus
cereus cepa JCM 2152 debido a que fue la bacteria con mayor susceptibilidad y a
la vez fue sensible a los sobrenadantes de las cuatro Streptomyces con actividad
antibacteriana, ademas de ser sefialada como una bacteria patégena responsable
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de producir intoxicacién alimentaria (Granum y Lund, 1997). Aunque solo cuatro
cepas de Streptomyces mostraron efecto inhibitorio sobre los microorganismos
probados no significa que las otras especies de Streptomyces (es decir, S.
avermitilis, S. hygroscopicus, S. pristinoespiralis y S .rochei CC48) no producen
bacteriocinas; es posible que tengan efectos inhibitorios contra diferentes bacterias
no probadas en este estudio. Cabe sefalar que las cepas S. bottropensis y S.
griseus se han reportado como cepas productoras de las bacteriocinas bottromicina
y grisemicina respectivamente (Claesen y Bibb 2011; Hou et al. 2012), sin embargo

la informacién respecto a la caracterizacién y rango de sus actividades es limitada.

Tabla 4. Actividad antagonica de los sobrenadantes libre de células de las cepas de

Streptomyces probados contra bacterias patogenas.

Cepa Ml Ba Ss Bw Sc Ec BcABeJ Vp Lm Li

S. bottropensis G666 60 H 6 6®H 66 6
S. griseus HEHEOHH H 6 H H 66
S. violaceruber + G606 60 60 60 @®H 66 6
S. nigrescens H 66O EH 6060 EH H 6 6
S. hygroscopicus ) G660 6 6 60 6 6 6
S. pristinaespiralis — (-) (-) () () ) ) ) O G & ()
S. CC48 ) G660 60 6 6 6 6 6
S. avermitilis ) G660 60 6 60 6 6 6
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M, Micrococcus luteus; Ba, Bacillus aerius; Ss, Salmonella spp., Bw, Bacillus wiedmannii;
Sc, Streptococcus canis; Ec, Enterococcus casseliflavus; BcA, Bacillus cereus cepa 183;
BelJ, Bacillus cereus cepa JCM 2152; Vp, Vibrio parahaemolyticus; Lm, Listeria

monocytogenes, Li, Listeria innocua; (+) Actividad antibacteriana; (-) Sin actividad.

La identidad de las cuatro cepas que mostraron actividad antimicrobiana
fueron confirmadas por secuenciacién de un fragmento del 16S que se amplificd
usando oligonucleotidos especificos para este género (Figura 1). Los resultados de
secuenciacion fueron analizados por medio de un BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi), se encontraron los siguientes porcentajes

de identidad: S. bottropensis KS573 (97%), S. griseus XylebKG-8 (99%), S.

violaceoruber SYA3 (97%) y S. nigrescens CGMCC (98%).

MPM 1 2 3 4

500 pb

Figura 1. Amplificacion del fragmento 16S rDNA de aproximadamente 500 pb. Carriles
marcados como: S. bottropensis (1); S. griseus (2); S. violaceoruber (3); S. nigrescens (4); marcador

de peso molecular 1 kb (Invitrogen®) marcado como MPM.
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5.3 Analisis de las condiciones optimas para la produccion de

compuestos con actividad antimicrobiana.

Como puede observarse en las curvas de actividad (Figuras 2-5), la mayor
actividad antimicrobiana se alcanzé al usar el medio YEME, que contiene glucosa y
sacarosa, y por tanto la alta actividad probablemente se deba al agotamiento de la
fuente primaria de carbono, desencadenando estrés en la bacteria y provocando la
produccién de compuestos antibacterianos, proceso que recibe el nombre de
“represién catabdlica por fuente de carbono”, y que anteriormente se ha reportado
para bacterias Gram positivas (Brlckner y Titgemeyer, 2004; Jankovic y Brickner,
2007).

En especifico, las mejores actividades se obtuvieron bajo la condicion “A”
(medio YEME, 28°C y 200 rpm) para 3 de las cepas, las cuales fueron: S.
bottropensis (14998 U/mg a las 336 h), S. violaceoruber (8367 U/mg a las 240 h) y
S. nigrescens (8881 U/mg a las 312 h), a diferencia de S. griseus, cuya actividad
mas alta (15373 U/mg) se detectd en la condicion “D” (medio YEME, 37°C y 200
rom) a las 312 h de incubacién. Lo cual coincide con estudios previos (Leroy y De
Vuyst, 2001 y Verluyten et al.,, 2004) en que se relaciona una mayor cantidad de
nutrientes con una mayor produccion de actividad antimicrobiana. Por otro lado, el
crecimiento poblacional de los cultivos parece no estar relacionado con la actividad
puesto que para las cuatro cepas los mayores crecimientos fueron obtenidos en la
condicién “D” (medio TSB, 37° y 200 rpm). Por su parte la condicién “C” (medio
minimo, 28°C y 200 rpm) no muestra ni buen crecimiento ni buena produccion de

compuestos antimicrobianos. La actividad antibacteriana y el crecimiento fueron
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insignificantes para todas las especies cultivadas en medio minimo, lo que sugiere
que la produccién de bacteriocina depende de los nutrientes presentes en el medio,
como se sugirié anteriormente (Garsa et al. 2014).

Otros estudios que utilizan Lactobacillus curvatus LTH 1174 como modelo (Leroy
y De Vuyst 2001; Veryuten et al. 2004) han demostrado que un mayor contenido de
nutrientes da como resultado una mejor biomasa y una mayor actividad de
bacteriocina, y una menor concentracién de nutrientes complejos puede causar
inhibicion del crecimiento, es decir, menor biomasa. Observamos un aumento en la
actividad antimicrobiana al comienzo de la fase estacionaria tardia, ~ 300 h,
especialmente en YEME que contiene glucosa y sacarosa, probablemente se deba
al agotamiento de nutrientes y a la represién catabdlica por fuente de carbono, como
anteriormente se ha reportado para bacterias Gram-positivas (Brickner vy
Titgemeyer 2002; Masurekar 2008; Jankovic y Briuckner 2007; Deutscher 2008). Es
importante tener en cuenta que una de las desventajas que tiene Streptomyces en
relacion con otras bacterias Gram-positivas, como B. thuringiensis, es un periodo
de crecimiento mas largo requerido para obtener altos rendimientos de bacteriocina.
Por ejemplo, algunas cepas de B. thuringiensis producen un alto nivel de
bacteriocinas a las 15-25 h (Barboza-Corona et al. 2007), mientras que
Streptomyces spp. de este trabajo requieren mas de 200 h para alcanzar un alto
nivel de produccidn de bacteriocina.

Se realizaron cultivos en medio minimo de las cuatro cepas por un tiempo mas
prolongado (512 horas), a este tiempo se detect6 el maximo de actividad. S. griseus
es la cepa que mas actividad mostrd, 3447 U/mg a las 384 horas, seguida por S.

violaceoruber con 3325 U/mg a las 400 h. S. bottropensis y S. nigrescens
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alcanzaron su maxima actividad a las 432 h con cifras de 2795 y 1964 U/mg,
respectivamente (Figura 6). Aunque la produccion en medio minimo fue mucho
menor que en medio complejo esperabamos tener menos produccion de otras
proteinas y facilitar asi la purificacion de nuestro péptido. Para corroborar o
descartar esto, los extractos de medio minimo se analizaron en Tris-Tricina SDS-
PAGE y se compararon con los extractos obtenidos en medio YEME y como se
observa en la Figura 7, no existe una diferencia relevante en el patron de bandas

que indigue una especificidad en la produccién del compuesto antibacteriano.

Streptomyces bottropensis e
—a—A 25_ B —+—B
18000 - A —8=0 =
—A—C v-D
16000 P e |

/}»4 r0 @ Lt
e
14000 - ' ‘\ | p

‘g‘o 12000 - . 154 4
— 4
= 10000 : S
3 <
= - o A
'g 8000 e p o 104 4
T Y L
'S 60004 “ \
> v | \ s
= NS o - !
< 4000 4 / f! < ‘"1' o 54
2000 - ._l :ﬂ‘ ' 0B
g 4=
04 ""l"‘l‘{l'i—i—l—l—l—rk 04 MH—A—A—L—A—FH—FH
-2000 ——rT——T——T—"—]—T7 —1 1 r 1 rrrrrrrrT1
50 0 50 100 150 200 250 300 350 400 -50 0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 2. A) Curva de actividad especifica de S. bottropensis bajo diferentes condiciones de
cultivo. Condiciones marcadas como A: medio YEME, 28°C y 200 rpm, B: medio TSB, 28°C y 200
rpm, C: medio minimo NMMP, 28°C y 200 rpm, D: medio YEME, 37°C y 200 rpm, E: medio TSB,
37°C y 200 rpm y F: medio NMMP, 37°C y 200 rpm. B) Curva de crecimiento de S. bottropensis bajo

diferentes condiciones de cultivo.
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Figura 3. A) Curva de actividad especifica de S. griseus bajo diferentes condiciones de cultivo.
Condiciones marcadas como A: medio YEME, 28°C y 200 rpm, B: medio TSB, 28°C y 200 rpm, C:
medio minimo NMMP, 28°C y 200 rpm, D: medio YEME, 37°C y 200 rpm, E: medio TSB, 37°C y 200
rom y F: medio NMMP, 37°C y 200 rpm. B) Curva de crecimiento de S. griseus bajo diferentes

condiciones de cultivo.
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Figura 4. A) Curva de actividad especifica de S. violaceruber bajo diferentes condiciones de
cultivo. Condiciones marcadas como A: medio YEME, 28°C y 200 rpm, B: medio TSB, 28°C y 200
rpm, C: medio minimo NMMP, 28°C y 200 rpm, D: medio YEME, 37°C y 200 rpm, E: medio TSB,
37°Cy 200 rpm y F: medio NMMP, 37°C y 200 rpm. B) Curva de crecimiento de S. violaceruber bajo

diferentes condiciones de cultivo.
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Figura 5. A) Curva de actividad especifica de S. nigrescens bajo diferentes condiciones de
cultivo. Condiciones marcadas como A: medio YEME, 28°C y 200 rpm, B: medio TSB, 28°C y 200
rpm, C: medio minimo NMMP, 28°C y 200 rpm, D: medio YEME, 37°C y 200 rpm, E: medio TSB,
37°C y 200 rpm y F: medio NMMP, 37°C y 200 rpm. B) Curva de crecimiento de S. nigrescens bajo

diferentes condiciones de cultivo.
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medio de cultivo.
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Figura 7. Comparacion en gel Tris-Tricina de la produccién de proteinas en medio complejo

YEME (Y) y medio minimo (M) de las diferentes cepas. Cepas marcadas como: S. bottropensis (Bot),

S. griseus (Gri), S. violaceoruber (Vio) y S. nigrescens (Nig).
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5.4 Analisis estadistico de la produccion de compuestos antimicrobianos
bajo diferentes condiciones de cultivo.

Con base a estos resultados se pudo observar que la combinacion de factores
tanto de temperatura y medio de cultivo son determinantes para una buena
produccién de compuestos antibacterianos al resultar ser significativos, aunque una
temperatura mas alta provoca un mayor crecimiento bacteriano en cualquier medio
(Figuras 2-5B), es el uso de un medio especifico como YEME lo que propicia una
mayor sintesis del metabolito con actividad (Tabla 5).

La actividad antimicrobiana fue muy baja en un medio minimo, lo que nos podria
indicar que la produccion de compuesto antimicrobiano no esta relacionada a alguna
sensibilidad de la cepa ante el estrés por falta de nutrientes. Las condiciones mas
favorables encontradas para cada cepa resultaron ser: la condicion “A”, donde el
medio YEME y la temperatura de 28°C son estadisticamente significativos para S.
bottropensis y S. nigrescens (Tabla 5); mientras que para las cepas S. griseusy S.
violaceoruber las condiciones “A” y “D” son estadisticamente similares. Estos
resultados sugieren que tal como se ha reportado previamente (Garsa et al. 2014),
la produccién de bacteriocinas esta directamente relacionada a la concentracion de

nutrientes en el medio.

Tabla 5. Condiciones de cultivo bajo las cuales se obtuvieron las mejores producciones de

compuesto antibacteriano para cada una de las cepas.

S. bottropensis S. griseus S. violaceoruber S. nigrescens

66



Tiempo (h) 336" 312* 240* 312*
Temperatura (°C) 28* 37/28 37/28 28*

Medio YEME* YEME* YEME* YEME*

* Variables con significancia estadistica obtenida por medio de un andlisis multifactorial y

comparacién de medias por el método de Tukey con un intervalo de confianza del 95%.

5.5 Fraccionamiento con sulfato de amonio

Tal como se puede observar en la Tabla 6 se requiere entre el 40-60% de
saturaciébn para precipitar las bacteriocinas de Streptomyces, a estas
concentraciones se obtuvieron las mayores actividades siendo el sobrenadante de
S. bottropensis el que menor concentracion de sal necesita para una mejor
precipitacion (40%) y S. griseus las mas alta (70%), las otras dos cepas restantes
se precipitaron con una concentracion del 50% cada una. Cabe sefalar que no hay
estudios previos respecto a la precipitacion de bacteriocinas de Streptomyces; pero
en anteriores investigaciones con bacteriocinas de otras fuentes se ha usado una
saturaciéon del 80% (Yamamoto et al., 2003; Barboza-Corona et al., 2007). Esto se
debe a que una mayor concentracion asegura la precipitacién de los compuestos
proteicos en el medio; sin embargo, esto la vuelve menos especifica, lo que dificulta
la purificacion del compuesto de interés del extracto total.

Al monitorear los precipitados en geles de Tris Tricina solo se encontré una
banda de bajo peso molecular (debajo de 5 kDa) en S. nigrescens bajo las
saturaciones de 30 y 40% (Figura 8 D), lo que sugiere la presencia de un péptido
antimicrobiano (bacteriocina). Cuando se realizé el ensayo de sobrecapa de las

fracciones de esta cepa (Figura 9), se encontrdé actividad en ambos carriles
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previamente mencionados y la actividad coincidié con el peso molecular de la
banda. También se detectd una actividad similar en el carril correspondiente al 50%
de saturacion, sin embargo, en el gel no se detect6 alguna banda (Figura 9).
Obtener actividad en el ensayo de sobrecapa y no detectar una banda en el gel
tefiido podria explicarse por un error al cargar el gel o a que la cantidad necesaria
para observar actividad sea tan baja que no se detecte facilmente en gel. Por ultimo,

no se logré determinar actividad por ensayo de sobrecapa para las demas cepas.

Tabla 6. Actividad (U/mg) de las fracciones obtenidas de las diferentes cepas de Streptomyces.

% de S. bottropensis S. griseus S. violaceoruber S. nigrescens

satucacion de

((NH4)2504)

30% 6120 = 301 5435 £ 0 1744 + 36 3403 £ 0
40% 6640 + 378 6159 +243 2036 + 80 2837 + 0
50% 5664 + 224 5266 + 0 2578 + 0 6229 + 150
60% 4426 + 0 7437 +229 2067 + 0 3477 + 77
70% 2398 + 0 1857 +56
80%

(+) 4247 + 151 4606 + 212 2937 + 112 2131 + 165

U, una unidad esta definida como el area del halo de inhibicién en mm?2
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Figura 8. Gel Tris-Tricina mostrando los diferentes patrones de bandeo obtenidos con
diferentes concentraciones de saturacion (30-80%) de (NH4)2SOa4 del sobrenadante de (A) S.
bottropensis, (B) S. griseus, (C) S.violaceorubery (D) S. nigrescens. Se encierra en un circulo la
concentracién de sal de sulfato de amonio en la que se obtuvo una mayor actividad.

30% 40% 50% 60% 70% 80%
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Figura 9. Actividad en prueba de sobrecapa de los precipitados con diferentes porcentajes de
saturacion de la cepa S. nigrescens.

5.6 Produccion y precipitacion de las probables bacteriocinas.

Una vez determinada la concentracién de sulfato de amonio necesaria para
precipitar las bacteriocinas de cada cepa se realizd la produccion de éstas, los
sobrenadantes obtenidos fueron precipitados, resuspendidos en una centésima
parte del volumen inicial del cultivo con buffer de fosfato 100 mM (pH 6.8) y
posteriormente dializados toda la noche contra el mismo buffer. Una vez
comprobada la actividad en pozos tanto de los sobrenadantes como de los
dializados, se realiz6 un gel Tris-Tricina al 16% para monitorear la integridad de los
extractos. Como puede observarse en la Figura 10, los dializados muestran un
patrén de bandas mas abundante e intenso en comparacion de los sobrenadantes
debido a que las proteinas del sobrenadante fueron concentradas tras la
precipitacion. Para el caso de S. nigrescens podemos observar una banda de bajo
peso molecular en la muestra precipitada y dializada, tal banda corresponde a un
péptido con actividad antimicrobiana, como se observé en el ensayo de sobrecapa

(Figura 9).
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MPM  BotS BotD GriS GriD VioS VioD NigS Nigh

10KDa

RS

Figura 10. Comparacién en gel Tris-Tricina de la presencia de proteinas en sobrenadante y
tras su precipitacion con sulfato de amonio y dializado. Cepas marcadas como: S. bottropensis
(Bot), S. griseus (Gri), S. violaceoruber (Vio) y S. nigrescens (Nig). Sobrenadantes (S) y

Concentrados (D). Flecha indicando presencia de probables péptidos antimicrobianos.

5.7 Efecto de las bacteriocinas concentradas sobre B. cereus cepa JCM
2152

Los extractos concentrados de las cepas de Streptomyces seleccionadas
tuvieron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de B. cereus JCM 2152 (Figura
11). De las cuatro cepas analizadas, S. bottropensis fue la que tuvo un menor efecto,
alcanz6 una DO de 0.3 a las 8 horas de cultivo, mientras que la cepa silvestre
alcanzé una DO de 0.8 a las 8 horas. Aunque hubo un efecto negativo evidente
sobre el crecimiento no fue letal, el crecimiento se mantuvo en una DO de 0.3
durante las dos siguientes horas. Lo que podria sugerir un comportamiento
bacteriostatico en lugar de bactericida; si bien no hay reportes que clasifiquen su

actividad como tal, ya antes se identificé un comportamiento similar por parte de la
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bottromicina producida por S. bottropensis, pero actuando en sinergia con la

patulina (Dulaney y Jacobsen, 1987).

Para el caso de las otras 3 cepas (S. griseus, S. violaceorubery S. nigrescens)

si se observé un mayor efecto, la DO apenas alcanzo 0.1, por lo que estas cepas

parecen ser mas efectivas contra B. cereus JCM 2152.

0.8

0.6

0. D. 600 nm

0.4

0.2

0.0 = B

Control (+)
S. bottropensis

S. griseus
S. violaceorube
S. nigrescens

Tiempo (h)

Figura 11. Curva de crecimiento bacteriano de la bacteria indicadora B. cereus 2152 en medio

liquido adicionado con las bacteriocinas parcialmente purificadas de las diferentes cepas del

género Streptomyces.

5.8 Interaccién antimicrobiana entre las cepas del género Streptomyces.

Ninguna de las cuatro cepas es activa contra si misma, lo cual es un

comportamiento esperado debido a que esta reportado que en los clusteres de

bacteriocinas, independientemente de la cepa productora suelen estar presentes

genes de inmunidad que aseguran que estos metabolitos no repercutan en la cepa
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misma (Ishibashi et al., 2014; Cleasen y Bibb, 2011; Stein et al., 2003). Por otro
lado, el rango de actividad entre las cepas es variado. S. nigrescens fue la cepa mas
activa, pues tuvo efecto inhibitorio sobre todas las demas; S. griseus fue activa solo
sobre S. bottropensis y S. violaceoruber. Las dos Ultimas no mostraron efecto
inhibitorio sobre ninguna cepa (Tabla 7). Estos resultados sefialan que las
bacteriocinas de las cepas son distintas entre si, con excepcidon de las producidas
por S. bottropensis y S. violaceoruber, cuyo mismo comportamiento sugiere una
probable similitud ya sea entre los sistemas de inmunidad o la estructura de sus
bacteriocinas, tal como Nisl de Lactococcus lactis es hom6logo a Spal y Lanl en

Bacillus subtilis, brindando inmunidad mutua (Jeong y Ha, 2018).

Tabla 7. Interaccién antagénica entre las diferentes cepas de Strepfomyces

Bacteria indicadora

S. bottropensis S. griseus S. violaceoruber S. nigrescens
S. bottropensis () (-) (-) (-)
S. griseus 1560 * 488 () 1560 + 488 ()
S. violaceoruber (-) (-) (-) (-)
S. nigrescens 11378 + 464 12201 + 485 9784 + 454 (-)
(+) 2389 +87 2305197 2389 +87 2140+ 92

(-) No se observo interaccion antagénica

(+) Control positivo, se utilizé gentamicina a 20 mg/mL

5.9 Efecto de la bacteriocina de S. nigrescens sobre su propia produccion.
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Es sabido que algunas bacteriocinas, como la nisina, regulan su propia
produccion (Kleerebezem, 2004); con el propdsito de determinar si el propio péptido
de las cepas aqui estudiadas estd actuando como autoinductor se diseié un
experimento donde se utilizé un extracto total a una concentracién inicial de 0.48
mg/mL y diluciones de ésta 1:10, 1:100 y 1:1000. El experimento comenzé en el dia
cero, el cual corresponde al dia de la inoculacion de la cepa seleccionada; ese
mismo dia se agreg6 el extracto concentrado y las diluciones a probar a los cultivos,
ademas, se dejé un cultivo sin extracto como control. Desde el dia cero se
determinaron las actividades con el fin de descartar que el aumento en la actividad
se debiera a la bacteriocina agregada (Figura 12A). Se puede apreciar que el
extracto concentrado y la dilucién 1:10 ocasionan un incremento en la actividad a
partir de la hora 225, esto no se observo con las diluciones 1:100 y 1:1000, las
cuales mostraron los mismos valores que el control (Figura 12A). En lo que respecta
al crecimiento, no se observd efecto alguno. Estos resultados sugieren que la
bacteriocina no es la responsable de inducir su propia produccién, a diferencia de
las bacterias acido lacticas (Eijsink et al., 2002) sin embargo, el incremento de la
actividad en las concentraciones mas altas sucede solo después de que se
enciende la bateria para produccion de bacteriocinas, es detectada y ayuda a

incrementar la actividad.
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Figura 12. A) Curvas de actividad especifica de la cepa S. nigrescens utilizando el dializado
conteniendo la probable bacteriocina y sus diluciones como autoinductores. B) Curvas de
crecimiento de la cepa S. nigrescens utilizando el dializado conteniendo la probable bacteriocina y

sus diluciones como autoinductores.

5.10 Caracterizacion parcial de las probables bacteriocinas.

5.10.1 Tratamiento con diferentes temperaturas

Para determinar el efecto de la temperatura en la estabilidad y en la actividad de
las probables bacteriocinas, se utilizaron las siguientes concentraciones: 0.161
mg/mL (S. bottropensis), 0.360 mg/mL (S. griseus), 0.293 mg/mL (S. violaceoruber)
y 0.269 mg/mL (S. nigrescens). Como se muestra en la Tabla 8, las sustancias tipo
bacteriocina producidas por todas las cepas de Streptomyces fueron estables a alta
temperatura, mostrando una pequena pérdida de actividad (alrededor del 20% para
todas) en temperaturas cercanas a 100°C. A una temperatura de 121°C se perdi6
el 84% de actividad para S. bottropensis 'y S. violaceoruber, 69% para S. griseus 'y

53% para S. nigrescens.
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Las sustancias mas estables de tipo bacteriocina fueron las producidas por S.
nigrescens y S. griseus. Esta alta estabilidad sugiere un potencial para que estas
bacteriocinas sean empleadas en procesos que involucran altas temperaturas sin
perder sus propiedades antimicrobianas, tal como otras bacteriocinas comerciales,
por ejemplo la nisina, cuya actividad se conserva también a los 120 °C, y cuya
estabilidad puede mejorarse con el uso de recubrimientos de acido polilactido (PLA),
polietilenglicol (PLA/PEG) 6 etilvinilacetato (EVA) (Nostro et al., 2010; Holcapkova

etal., 2018)

Tabla 8. Actividad (U/mg) de los precipitados de las cepas de Streptomyces tras someterse a

tratamiento por triplicado con cada una de las diferentes temperaturas.

50 °C 60 °C 70°C 80 °C 90 °C 100 °C 120°C (+)
S. bottropensis 7663 £ 697 6653+649 7140+212 7140+212 6653 *649 6166 + 324 1262 + 228 7663 + 348
S. griseus 3893+0 3893+0  3659+311 3659+155 3425+155 3192+0 1209 + 112 3893+0
S. violaceoruber 4208 £382 3653+356 3921+0 4208 +382 3653+ 356 3386 £ 125 693 £ 125 4208 £ 382
S. nigrescens 4906 £ 208  4279+0  4592+208 4279+0 3987 £ 194 3696 + 194 2345 £ 165 4906 + 208

(+) Extracto proteico tratado a 28°C como control.

5.10.2 Tratamiento con diferentes pH

Para determinar el efecto del pH en la actividad de las probables
bacteriocinas, se utilizaron las siguientes concentraciones: 0.307 mg/mL (S.
bottropensis), 0.776 mg/mL (S. griseus), 0.711 mg/mL (S. violaceoruber) y 0.470
mg/mL (S. nigrescens). La actividad fue estable a pH 5, 6 y neutro para las cuatro
muestras, mientras que el uso de un pH de 3 disminuy6 en un 7-10% la actividad

total. Los productos de S. bottropensis 'y S. violacerouber perdieron completamente
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su actividad a pH 8, comportamientos similares se han encontrado al tratar
bacteriocinas de algunas bacterias acido lacticas, las cuales tienen una actividad
Optima a pH 6-7 y pierden completamente su actividad en pH béasico (Widayati et
al., 2019), sin embargo la estabilidad puede variar dependiendo de la bacteriocina,
por ejemplo la bacteriocina producida por L. spicheri si bien mostr6 igualmente un
optimo en los pH 6 y 7, perdi6 actividad en pH acido (Gautam y Sharma, 2015).
Por su parte, el producto de S. griseus, solo se ve afectado a pH 10; por
ultimo el producto de S. nigrescens fue el mas estable ya que aun después de los

tratamientos dentro del rango de pH basico su actividad se mantuvo (Tabla 9).

Tabla 9. Actividad especifica del extracto dializado de S. nigrescens tras tratamiento con

diferentes pH.

pH3 pH4 pHS pH6 pH7 pHS8 pHO pH 10 (+)
S. bottropensis 6889 + 248 6889 + 248 73860 7386 +0 7386 +0 0+0 0+0 0x0 7386+ 0
S. griseus 2724 £ 98 2920+0 29200 29200 29200 2920+0 2724+ 0 0x0 2920+ 0
S. violaceoruber 2972 + 107 2972 + 107 3186 +0 3186 +0 3186 +0 0+0 0x0 0x0 3186+ 0
S. nigrescens 5166 + 171 5166 + 171 5509 +0 5509 +0 5509 +0 5509 +0 5509+ 0 5509+ 0 5509+ 0

(+) Extracto proteico tratado con buffer de fosfatos pH 6.8

La estabilidad de las bacteriocinas producidas por S. bottropensis, S. griseus, S.
violaceorubery S. nigrescens en un amplio rango de pH y temperatura, sugiere que
tienen potencial para aplicarse como agentes de biocontrol, especialmente en la
industria alimentaria dado que mostraron actividad contra bacterias patégenas,
incluyendo M. luteus (Vivier et al. 1994; Peces et al. 1997), B. wiedmannii (Miller et
al. 2016), E. casseliflavus (Reid et al. 2001) y B. cereus (Anderson-Borge et al.

2001).
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5.10.3 Tratamiento con enzimas proteoliticas.

Para determinar la respuesta de las probables bacteriocinas frente a enzimas
proteoliticas, se utilizaron las siguientes concentraciones: 0.307 mg/mL (S.
bottropensis), 0.776 mg/mL (S. griseus), 0.711 mg/mL (S. violaceoruber) y 0.470
mg/mL (S. nigrescens).

La naturaleza proteica de las bacteriocinas producidas en este estudio se
demostrd por la pérdida o disminucion significativa de la actividad antimicrobiana
después del tratamiento de preparaciones crudas con enzimas proteoliticas. El
efecto de la proteinasa K sobre la actividad de las bacteriocinas fue el esperado, ya
que esta enzima hidroliza aminoacidos alifaticos, posiblemente los residuos mas
comunes en proteinas y péptidos (Smith 1966). Ademas, el tratamiento con
proteinasa, tripsina y quimotripsina confirié efectos variables sobre la actividad
antibacteriana de estas sustancias similares a bacteriocina (Figura 13). Los ultimos
resultados proporcionan informacion sobre la composicion de aminoacidos de estos
péptidos activos; por ejemplo, los extractos de S. bottropensis 'y S. violaceoruber
fueron sensibles a las cuatro enzimas proteoliticas utilizadas, infiriendo que la
arginina y la lisina (digeridas por tripsina), triptéfano, tirosina o fenilalanina (digeridas
por quimotripsina) podrian estar presentes en sus estructuras primarias. Por el
contrario, podria esperarse una menor cantidad de estos residuos en la sustancia
tipo bacteriocina de S. griseus y S. nigrescens, ya que no se detecté una gran

pérdida de actividad después del tratamiento enzimatico (Tabla 10).
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Tabla 10. Actividad especifica (u/mg) del extracto dializado de las cepas de Streptomyces tras

tratamiento con diferentes enzimas proteoliticas.

Cepa Proteinasa K Proteasa Tripsina Quimiotripsina (+)
S. bottropensis 0+0 36043 418 £33 1837 +297 7054 + 441
S. griseus 0+0 569 + 79 820+ 119 2280 + 82 2404 + 80
S. violaceoruber 0+0 152 +18 138 +40 792 £ 105 3043 £ 190
S. nigrescens 00 4606 + 144 273+ 28 4823 + 189 5051+ 172

Figura 13. Actividad antimicrobiana de los compuestos dializados de A) S. bottropensis, B) S.
griseus, C) S. violaceoruber, D) S. nigrescens tras tratamiento enzimatico de 1) Proteinasa K, 2)
Proteasa, 3) Tripsina y 4) Quimiotripsina, el control sin tratar se marca como “C”.

5.10.4 Efecto de la bacteriocina de S. nigrescens sobre algunas proteasas

Debido a que los extractos de S. nigrescens fueron resistentes a la digestion con
tripsina y quimiotripsina se realizaron pruebas para determinar si estas proteasas
eran inhibidas por el péptido antimicrobiano. Se ha reportado que existen péptidos

antimicrobianos de plantas (defensinas) que actuan como inhibidores de serin
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proteasas, especificamente con la capacidad de inhibir tripsina y quimiotripsina (de
Leo et al. 2006). Para determinar si nuestros péptidos cuentan con esta
caracteristica inhibitoria de serin proteasas se realiz6 un ensayo donde las
proteasas fueron tratadas con la bacteriocina y posteriormente se utilizaron para
digerir una albumina. La bacteriocina producida por S. nigrescens no mostré efecto
inhibitorio sobre las enzimas proteoliticas proteinasa K, tripsina y quimiotripsina,
como podemos observar en la Figura 14, se observo el mismo patrén de bandas
entre la muestra tratada con bacteriocina y las no tratadas lo que nos sugiere que

nuestros péptidos no inhiben serin proteasas.

MPM 1 2 3 4 5 6 7 8
kba =
-— — - —
17— -
144 ——
ai
6.5——

Figura 14. Digestion de la albumina por diferentes enzimas. MPM) marcador de peso molecular;
1) albumina; 2) albumina tratada con proteinasa K; 3) albumina tratada con tripsina; 4) albumina
tratada con quimiotripsina; 5) albumina con la bacteriocina de S. nigrescens; 6) albumina tratada con
proteinasa k y bacteriocina de S. nigrescens; 7) albumina tratada con tripsina y bacteriocina de S.

nigrescens; 8) albumina tratada con quimiotripsina y bacteriocina de S. nigrescens.
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5.11 Comprobacion del efecto de las proteasas sobre la bacteriocina de S.
nigrescens.

Con el fin de corroborar que el efecto de las proteasas se debia a la digestion
del péptido antimicrobiano se realizaron ensayos de actividad por sobrecapa en gel
de muestras tratadas y sin tratar. La actividad se perdié en su totalidad tras la
digestién del extracto con la proteinasa K (Figura 15A), lo que nos indica que la
actividad se debe a una sustancia de naturaleza proteica (Smith, 1966). La tripsina
disminuyo notablemente la actividad, lo que sugiere la presencia de arginina y lisina
en la estructura peptidica que al digerirse impiden el funcionamiento de la
bacteriocina en la membrana del patdégeno (Li et al., 2013). En los tratamientos con
quimiotripsina se afecto la actividad levemente, esta enzima actda sobre los enlaces
entre residuos aromaticos. Por Ultimo, se monitorearon en gel las muestras

digeridas para corroborar las digestiones (Figura 16).
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Figura 15. Actividad en sobrecapa del precipitado de la cepa S. nigrescens tras tratamiento
con enzimas proteoliticas. Control positivo (muestra sin tratar) marcada como (+); (A), muestra
tratada con proteinasa k; (B), muestra tratada con proteasa; (C), muestra tratada con tripsina; (D),

muestra tratada con quimiotripsina.

MPM (+) PK Prt Trp Qui ()

20 KDa
10 KDa - T ‘

Figura 16. Gel de proteinas tefido en Coomasie para corroborar actividad proteolitica de las

enzimas. MPM, marcador de peso molecular (BenchMark Protein Ladder®); Pk, muestra tratada
con proteinasa K; P, muestra tratada con proteasa; Trp, muestra tratada con tripsina; Qui, muestra
tratada con quimiotripsina; control positivo marcado como (+), muestra sin tratar; control negativo

marcado como (-), buffer de Laemmly sin muestra.

5.12 Fraccionamiento por peso molecular y prueba de sobrecapa para

identificacion de la probable bacteriocina de S. nigrescens

Dado que solo en el extracto de S. nigrescens logramos observar una banda de
bajo peso molecular que prometia ser una bacteriocina continuamos con un proceso
de semipurificacion utilizando cartuchos de filtracion con membranas de diferente
corte. Debido a que la muestra una vez dializada tiene a precipitarse se realizd una

centrifugacion y posteriormente el sobrenadante clareado se filtr6 para eliminar las
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particulas grandes antes de comenzar el tamizado. Alun asi, al realizar el primer
tamizado con la membrana de 30 kDa notamos que la proteina se seguia
precipitando y por este motivo la fraccion >30 kDa es la que muestra mas cantidad
de proteinas en todos los pesos y por lo tanto mayor actividad antimicrobiana
(Figuras 17 y 18). El filtrado que paso por 30 kDa se pasé por los cartuchos con
corte de 10 y posteriormente 3 kDa. Como se aprecia en la figura 17, se lograron
disminuir las proteinas de alto peso molecular, lamentablemente aunque
disminuimos proteinas no deseadas también disminuy6 la actividad antimicrobiana

(Figuras 17 y 18)

MPM  >30  <30->10 <10->3 <3

10KDa

Figura 17. Fracciones del extracto de S. nigrescens obtenidas por filtracién en cartuchos con

membranas de diferente corte (30, 10 y 3 kDa). Carriles marcados por el rango de tamafo en kDa.
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Figura 18. A) Actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas por filtracion en amicons del
dializado de S. nigrescens en prueba de sobrecapa. B) Tincién en plata del mismo gel que mostré

actividad. Carriles marcados como 1) >30kDa; 2) <30->10kDa; 3) <10->3 kDa y 4) < 3kDa.

Para determinar cuanta proteina estamos perdiendo en la precipitacion se realiz
un ensayo de difusidon en pozos del sobrenadante, el precipitado y las fracciones
producto del tamizado. La mayor actividad se obtuvo del precipitado, seguida por la
fraccion >30 kDa y la que menos actividad motré fue la fraccion >10 y <3 kDa (Tabla
11), aunque la actividad fue menor es importante remarcar que es la fraccién mas

pura (Figura 17)

Tabla 11. Actividad especifica de las fracciones clarificadas y obtenidas por filtracion en

cartuchos de amicons de la cepa S. nigrescens.

Fraccion Act. Esp. (U/mg)

Total 8988 + 276

>30 5035
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30a10 3965 * 268

10a3 2281
<3 e
Precipitado 11927

Al monitorear las fracciones en geles SDS-PAGE tenidos con plata no se aprecia
la banda correspondiente a la actividad (Figura 20A), sin embargo, en el precipitado
si esta la banda (Figura 20B).

Para intentar solubilizar una mayor cantidad de proteina se modifico el pH de los
extractos por dialisis. Se observd que a valores de pH acido hay mas precipitado,
incluso mas que en el control (muestra a pH 6.8). El precipitado comenz6 a

solubilizarse a pH 8 y no fueron casi detectados a pH 9y 10 (Figura 19).

Figura 19. Muestras del extracto producido por S. nigrescens tras dos horas de tratamiento a
diferentes valores de pH. El pH de cada tratamiento se marca sobre cada una de las muestras; la

muestra control sin tratamiento se indica como (C).

En otro esfuerzo por obtener mayor cantidad de proteina soluble y con mayor
pureza, se optd por calentar la muestra a 80°C en buffer de fosfatos (pH 6.8) y

alcalino (pH 10). En todos los casos se observo la banda de interés (Figura 20A). El
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calentamiento no mejordé la pureza ni la solublizacion (Figura 20A y B).

A) MPM 1 2 3

RAREI
e 4 -

g

Figura 20. Muestras de la produccién de S. nigrescens tras diferentes tratamientos para
intentar eliminar proteinas de alto peso molecular. A) Gel de proteinas SDS-PAGE Tris-Tricina
tefido en Coomasie. La flecha roja indica la banda correspondiente a la proteina tipo bacteriocina
B) Muestras tratadas en los diferentes tratamientos. MPM) marcador de peso molecular; 1)
muestra resuspendida y dializada en buffer de fosfatos pH 6.8 100 mM; 2) muestra resuspendida y
dializada en buffer de glicina, acido citrico y fosfato de sodio a pH 10 100 mM; 3) muestra
resuspendida y dializada en buffer de glicina, acido citrico y fosfato de sodio a pH 10 100 mM y

tratada a 80°C; 4) muestra tratada a 80°C previo a su precipitacion y dialisis.

5.12.1 Purificacién de la bacteriocina producida por S. nigrescens.

Para la purificacion de la bacteriocina de S. nigrescens se utilizé la columna
de exclusién molecular Superdex 30, se obtuvieron 5 picos mayoritarios a lo largo
de la corrida (Figura 21), las fracciones 58 a 61 que corresponden al pico con mayor

intensidad (Figura 22) mostraron actividad antimicrobiana contra B. cereus JCM
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2152 (figura 21). Estas muestras fueron concentradas y monitoreadas en gel,

aunque debido a la baja concentracion no se logré observar.

Figura 21. Actividad de las fracciones obtenidas tras paso de la muestra clarificada del extracto

crudo de S. nigrescens por columna Superdex-30. A) Fracciones 58-60; B) Fraccién 61.
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Figura 22. Cromatograma de la corrida de la muestra de clarificada del extracto crudo de S.

nigrescens por columna Superdex-30. Se sefiala en rojo el pico correspondiente a las fracciones

con actividad antimicrobiana.

Por otro lado, al precipitado que se descarté se le realizaron varios lavados con

el buffer pH 10 y se corrié en gel de poliacrilmida, observamos una banda que

corresponde en peso a la proteina buscada con una alta pureza (Figura 23).
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MPM T >3kDa <3kDa S P

3.5KDa

Figura 23. Purificacion de la bacteriocina producida por S. nigrescens. MPM) Marcador de
peso molecular; T) produccion total; >3KDa) Fracciones 58-61 concentradas por cartuchos con
membrana de 3 kDa; <3KDa) Filtrado de las fracciones 58-61 que paso por la membrana de 3 kDa;
S) Sobrenadante clarificado de la muestra tras la centrifugacion antes de paso por columna; P)

Precipitado obtenido por centrifugacion de la muestra total y lavado con buffer pH 10.

5.13 Electroforesis en gel bidimensional (2-D).

Con el fin de determinar si la banda observada en la Figura 23 correspondia sélo
a un péptido, se realiz6é un gel bidimensional. Como se puede apreciar en la Figura
24 la limpieza de la bacteriocina fue tal que solamente dos puntos fueron visibles,
uno de gran concentracién cerca del pH 9 y otro de mucho menos intensidad a pH
mas neutro. Que existan dos puntos podria o bien sugerir una naturaleza compleja
de la bacteriocina, en otras palabras, que necesite dos fracciones proteicas para
tener actividad o incrementarla, casos similares se han observado en la lactococcina

G, plantaricinas EF y JK, Lactacin F (Oppegard et al., 2007; Ekblad et al., 2016;
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Allison et al., 1995). Otra alternativa es que puede ser una proteina que no se

eliminé en los lavados anteriores.
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Figura 24. 2D SDS-PAGE del extracto purificado de S. nigrescens. En el extremo izquierdo
esta el marcador de peso molecular. La tira de pH que se utilizé va de 2 a 10. En circulos rojos los

dos spots separados de la muestra purificada.

5.14 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de la bacteriocina de S.
nigrescens contra bacterias patégenas.

Se buscé la CMI de la bacteriocina de S. nigrescens contra cuatro cepas
patdgenas, de estas solo B. cereus 2512 y V. parahemoliticus fueron inhibidas
totalmente con una concentracién de 2.1 pg/mL en el medio de cultivo (Figura 25A
y_D) por lo que se puede considerar esta concentracion como la minima inhibitoria

para estas bacterias, mientras que las otras concentraciones (1 y 0.5 pg/mL) si bien
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A)

Q)

disminuyeron el crecimiento en las primeras horas, este se recuper6 al acercarse a
la fase estacionaria_(Figura 25B y C).

Los cultivos de M. luteus 'y S. canis fueron los menos afectados, aun con la mas
alta concentracion de bacteriocina hubo crecimiento (Figura 25B y C). S. canis,
mostré durante una disminucion del crecimiento en las primeras siete horas de
incubacion, no obstante a partir de las ocho horas el crecimiento poblacional alcanz6
practicamente los mismos niveles que los cultivos tratados con concentraciones
menores y el mismo control sin tratar (Figura 25B). Esto sugiere que si bien existe
efecto antibacteriano, la concentracién de bacteriocina no es suficiente para
alcanzar la CMI. Cabe sefnalar que estas dos Ultimas cepas fueron las que
mostraron menos rango de inhibicién cuando se probaron en ensayos de pozos, lo

que explicaria su mayor resistencia también al probarse en medio liquido.

B) Streptococcus canis

Bacillus cereus 2512
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T (h) T (h)

D
Micrococcus luteus ) Vibrio parahaemolyticus

0.D.600nm
0. D.600nm

T (h) T (h)

—0— 2.1 pg/ml 1 pg/ml Sug/mL  =@==Control (+) —0—2.1 pug/ml 1 pg/m Sug/mL  —@=Control (+)

90

10



Figura 25. Curvas de crecimiento bacteriano para medir el efecto de la bacteriocina de S.
nigrescens a diferentes concentraciones contra B. cereus 2512, S. canis, M. luteus y V.

parahaemolyticus.

5.15 Identificacion de los genes codificantes de las probables bacteriocinas

Tras el analisis del genoma de S. griseus en el programa bioinformatico BAGEL
4.0 (http://bagel4.molgenrug.nl/) y por reportes en articulos (Cleasen y Bibb, 2011)
se disenaron oligonucleétidos para su amplificaciéon. Para la cepa de S. griseus se
identificaron clusteres para cipemicina, griseopeptina y grisemicina. También se
analiz6 el genoma de S. avermitilis en el mismo programa y se encontrd un clister
reportado para la bacteriocina averminopeptina y los genes involucrados en su
sintesis (transportador tipo ABC, regulador transcripcional, gen estructural y una
cinasa tipo Ser/Thr) (Véller et al. 2012) con esta informaciéon se buscaron genes
ortélogos en el genoma de S. bottropensis. Se disefaron oligonucledtidos para la

amplificacion de todo el cluster de ambas cepas (Figura 26).

Claster Cepa Bacteriocina
i i icing*
— ) =) _ ) ) ) me——) S. griseus Cipemicina
- - ‘ _ N . \ j————— S. griseus Griseopeptina
— —‘— / ‘--_— S. griseus Grisemicina*
. ) eemmmeammG. S.avermitilis  Averminopeptina
—___Sesms) mmm——pun) S. bottropensis Ortdlogo de
averminopeptina
. Gen estructural . Transportador ABC
. Hidrolasa - N-acetiltransferasa
. Proteina hipotética . Transglutaminasa
D Descarboxilasa D Proteinacinasa

. Metiltransferasa
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Figura 26. Clusteres identificados en genomas de diferentes cepas de Streptomyces. *Cllsteres

de grisemicina y cipemicina reportados por Cleasen y Bibb, 2011.

5.16 Genes presentes en operones de bacteriocinas en Streptomyces

griseus.

Con el par de oligonucleétidos correspondientes al gen estructural de
cipemicina no logramos obtener amplificacién, sin embargo, los oligonucleétidos
especificos para grisemicina si nos amplificaron algunas bandas del tamafio
esperado de aproximadamente 900 pb como se ha reportado por Cleasen y Bibb en
2011, sin embargo, hubo amplificaciones inespecificas (Figura 27), esto pudo
haberse debido al alto contenido en GC del genoma de esta cepa. Para tratar de
obtener una banda mas especifica se opto6 por realizar un gradiente de temperatura
de alineamiento de 58 hasta 68°C. Se obtuvo asi una banda mas definida que
corresponde al tamafno esperado a 68°C (Figura 29). Sin embargo, esta
amplificacion no corresponde sélo al del gen estructural, incluye también 380 pb rio
arriba (parte del gen de hidrolasa) y 393 pb rio abajo (secuencia que no forma parte
del cluster).

Se buscd amplificar solamente el gen estructural con un tamano de
aproximadamente 200 pb, la amplificacion fue exitosa utilizando los oligonucleétidos
BGremestF y BGremestR, tras adicionar a la mezcla de reaccibn DMSO (0.3%)
(Figura 30); con un tercer par de oligonucleétidos se busco amplificar el gen de
griseopeptina (Voller et al., 2012). Sin embargo, no fue posible amplificar dicho gen

(Figura 31).
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MPM 1 2 + + 5 6

200

Figura 27. Amplificacién de los genes de probables bacteriocinas en S. griseus. Carril MPM,
marcador de peso molecular 1 kb (Invitrogen); Carriles 1 y 2, gen estructural de Cipemicina;
Carriles 5 y 6, gen estructural de Grisemicina; Carriles (+), amplificacion del gen 16S rDNA como

control positivo.

1000

Figura 29. Productos de PCR utilizando un gradiente de temperaturas de alineamiento para la
amplificacién del gen estructural de Grisemicina reportado por Cleasen y Bibb, 2010. MPM, marcador
de peso molecular 1kb (Invitrogen®); Carril 1, temperatura de alineamiento de 58°C; Carril 2,
temperatura de alineamiento de 59°C; Carril 3, temperatura de alineamiento de 60.3°C; Carril 4,
temperatura de alineamiento de 62°; Carril 5, temperatura de alineamiento 64°C; Carril 6,
temperatura de alineamiento 66.1°C; Carril 7, temperatura de alineamiento de 67.3°C; Carril 8,
temperatura de alineamiento de 68°C; Carril (-), como control negativo; Carril (+), amplificacion de

16S rDNA como control positivo.
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1600 pb

200 pb

Figura 30. Amplificacion del gen estructural y cluster completo de S. griseus. Para la
amplificacion se utilizo DMSO a la mezcla de reaccion. Carril 1, amplificacion del gen estructural de
grisemicina; Carril 2, amplificaciones inespecificas obtenidas al intentar amplificar el cluster

completo de grisemicina.

MPM 1 2 3 4 5 6 7 8

1650

1000

200

Figura 31. Productos de PCR utilizando un gradiente de temperaturas de alineamiento para la
amplificacion del cluster de Griseopeptina. MPM, marcador de peso molecular 1kb (Invitrogen);
Carril 1, temperatura de alineamiento de 58°C; Carril 2, temperatura de alineamiento de 59°C;
Carril 3, temperatura de alineamiento de 60.3°C; Carril 4, temperatura de alineamiento de 62°;

Carril 5, temperatura de alineamiento 64°C; Carril 6, temperatura de alineamiento 66.1°C; Carril 7,
temperatura de alineamiento de 67.3°C; Carril 8, temperatura de alineamiento de 68°C.

5.16.1 Prueba de antagonismo de grisemicina contra Escherichia coliTOP10y
E. coli BL21 Rosetta 2.
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Se comprobd que no existe actividad antagoénica por parte de S. griseus contra
E. coli Top 10 ni E. coli BL21 Rosetta 2, esto tras probar tanto el sobrenadante
obtenido del cultivo de S. griseus libre de células y como la bacteriocina concentrada
parcialmente purificada por precipitacion de sulfato de amonio (Figura 32). El
propésito de esta prueba fue ver el efecto de la bacteriocina de S. griseus contra E.
coli, es importante dado que nuestro propdsito es utilizar esta Ultima para expresién
heterbéloga. Los resultados nos indican que podemos realizar las pruebas de
induccién de grisemicina en las cepas de E. coli sin que la bacteriocina expresada
dane ala cepa productora. Dichos resultados pueden ser corroborados en la Figura

32.

Figura 32. Prueba de antagonismo por ensayo de pozos de S. griseus contra las bacterias
competentes A) E. coli TOP 10 y B) E. coli BL21 Rosetta 2. S, sobrenadante libre de células; B,
bacteriocina parcialmente purificada por precipitacion de sulfato de amonio; (+) Gentamicina (20

mg/mL) como control positivo; (-) Buffer pH 10 como control negativo.

5.17 Amplificacion de partes del cluster de Grisemicina.

Con el fin de asegurar que la secuencia amplificada del cluster de grisemicina
contuviera los genes reportados en la literatura (Cleasen y bibb, 2011), se disefiaron

oligonucledtidos especificos con los que se amplificaron partes de diferentes
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tamanos de este mismo. Con los oligonucledtidos Grm A-H se amplifico el gen
estructural y el gen de una probable hidrolasa, con un tamaro final de 2,069 pb, con
los oligonucleotidos Grm A-M se obtuvieron genes codificantes para el gen
estructural, una probable hidrolasa, una proteina hipotética, una descarboxilasa y
una metil-transferasa, todo con un total de 3,965 pb. Finalmente, el juego de
oligonucleotidos Grm A-T nos permitieron amplificar todos los genes codificantes
anteriores mas un transportador ABC sumando un total de 4,549 pb (Figura 33).
Siendo esta ultima amplificacién la que se ligd en vector pCold | para su posterior

expresion.

5,000
3,000
2,000

Figura 33. Amplificacién de los genes constituyentes del clister de grisemicina. MPM, marcador de
peso molecular; 1, amplificacion con el juego de oligos GrmA-H de 2,069 pb; 2, amplificacién con el
juego de oligos GrmA-M de 3,965 pb; 3, amplificacion con el juego de oligos GrmA-T de 4,549 pb.

La construccion realizada contiene el gen estructural (a partir del ATG),
probable hidrolasa, una proteina hipotética, una descarboxilasa, una metil-

transferasa y un transportador de tipo ABC, todos estos elementos en el vector
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pCold I. Para confirmar que el gen estructural quedd delante del promotor de choque
frio se realiz6 una digestion con la enzima EcoRV. Se encontr6 el patrén de bandas
esperado, una banda de 1765 pb y otra de 7197pb (Figura 34A), ademas se realizd
una corroboracion por PCR usando el oligo pColdFw y AHFw para amplificar un
fragmento del cluster de 2,069 pb, como se observa en la Figura 34B (se usé el
oligonucleétido directo puesto que el disefo de oligos se realiz6 en base a la cadena

complementaria).

A) B) MPM 1 2

5Kb

1.5K

Figura 34. A) Cepa mostrando el patrén de bandeo esperado en el carril 5; carriles 1, 2, 3, 4,6y 7
corresponden a otras cepas transformadas que tras la digesién con la enzima EcoRV mostraron
patrones de bandeo diferentes y fueron descartadas B) Comprobacién de sentido del inserto;
MPM, marcador de peso molecular; Carril 1, amplificacion del fragmento A-H en DNA de la cepa S.
griseus; Carril 2, control negativo; Amplificacion del fragmento A-H en DNA de la cepa

transformada.

5.18 Secuenciacion del inserto clonado en pCold 1.
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Al secuenciar la construccién con los oligonucleétidos pColdFw, ATRv y
AHRv se determind la presencia del gen estructural, el gen codificante de la
hidrolasa y el gen de la proteina hipotética (Figura 35). Cabe mencionar que al
utilizar las combinaciones de oligonucleétidos AHFw-AMRYv y pColdRv-GrmDFw no
se obtuvo amplificacion ni resultado al secuenciar, o que podria sugerir la pérdida
de estos dos genes (D y M) dentro del inserto y cuya suma de ambos genes (1,299
pb) corresponderia a la pérdida del tamafno encontrado en la amplificacién, en

relacién al peso esperado

A) B) MPM 1 2
3 kb 4 kb
> kb 3kb

Figura 35. A) Amplificaciones de los diferentes fragmentos del cluster en la cepa transformada;
MPM, marcador de peso molecular; Carril 1, amplificacién del fragmento A-H (peso esperado de
2,069 pb); Carril 2, amplificacion del fragmento A-M peso esperado de 3,965 pb); Carril 3,
amplificacion del fragmento A-T (peso esperado de 4,549 pb). B) Comparacidon de la amplificacion
maés grande A-T; Carril 1, amplificacion A-T obtenida en DNA de la cepa transformada, mostrando
un peso menor al esperado de aproximadamente 3,500 pb; Carril2, amplificacion A-T obtenida en

DNA de la cepa S. griseus en el peso esperado.
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Aun asi se secuencié usando los tres oligos correspondientes a los tres
fragmentos del cluster (A-H, A-My A-T) y los oligo pColdFw y pColdRv. Se encontr6
que el inserto tenia el gen estructural y los correspondientes a la hidrolasa, una
proteina hipotética y la descarboxilasa pero no el de la metil-transferasa y solamente
la parte final del gen del trasnportador ABC (Figura 37). La organizacion total de
cluster y el trabajo realizado sobre él, asi como las partes secuenciadas se ilustran

en la Figura 37.
A —>I>m>->—>

WA » Estructural

- Hidrolasa

L Hipotética

_D_ . Descarboxilasa

- Metiltransferasa
-TransportadorABC

Figura 37.Genes pertenecientes al cluster de Grisemicina en S. griseus. A) Genes totales
presentes en el cluster. B) Genes secuenciados en este trabajo. Se muestra en lineas punteadas

los genes ausentes.

5.19 Actividad de la grisemicina recombinante.

Se realizé una induccién de E. colitransformada con la construccién pColdl-Grm
A-T con el proposito de obtener la grisemicina recombinante. La clonacion se

efectud a partir del coddn de inicio del gen estructural el cual contiene un péptido
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sefal para la secrecién de éste. Por este motivo se analizaron tanto los botones
celulares como el sobrenadante libre de células, esto nos permitié determinar si el
péptido fue secretado o no. Se tomaron muestras inducida y no inducida (botones
celulares) de la cepa tranformada con la construccién y con el vector vacio como
control. También se tomé el sobrenadante y se concentré con sulfato de amonio.
Se detecté actividad en sobrecapa de la cepa transformada con el cluster tanto en
la fraccién inducida como en la no inducida provenientes de botén celular (Figura
38), obtener actividad en la fraccidén no inducida se puede asociar a que el promotor
de pColdl cspA es un promotor constitutivo (Fang et al, 1999). Las muestras
obtenidas con el vector pColdl vacio no tuvieron actividad y la precipitacién del
sobrenadante tampoco tuvo actividad (Figura 38).
1 2 3 4 5 6

Figura 38. Actividad en sobrecapa. 1, produccién de S. nigrescens como control positivo; 2,

botén de la transformante inducida; 3, botén de la transformante no inducida; 4, botén de la cepa
transformada con el vector pColdl vacio inducido; 5, boton de la cepa transformada con el vector
pCold | vacio no inducido; 6, precipitado con sulfato de amonio, resuspendido y dializado en buffer

de fosfatos pH 6.8 10 mM.
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El gel SDS-PAGE Tris-tricina se tifié en Coomasie y como se ve en la Figura 39,
el patron de bandeo se observé mas definido en las cepas transformadas con la
construccién pCold-Grm A-T que en los carriles donde se corrieron las muestras de
las cepas transformadas con el vector pCold vacio, incluso se pudieron ver unas
bandas que bien podrian corresponder con la actividad en sobrecapa que se mostré
anteriormente (Figura 38), pues su peso oscila alrededor de los 2 kDa, que también
es el peso reportado de la grisemicina (Cleasen y Bibb, 2011), otro aspecto notorio
es que la intensidad de la banda es mayor en el carril de la muestra inducida.

El bandeo de la muestra del precipitado con sulfato de amonio es muy tenue y
como se pudo ver en la Figura 38, ninguna actividad antimicrobiana pudo ser

detectada en sobrecapa.

MPM 1 2 3 4 5

i

' .

4.6 kDa
1.7 kDa

Figura 40. Gel SDS-PAGE Tris-Tricina tefiido en Coomasie. MPM, marcador de peso
molecular; Carril 1, muestra no inducida de la cepa transformante; Carril 2, muestra inducida de la
cepa transformante; Carril 3, producto semipurificado por precipitacion con sulfato de amonio del

sobrenadante del cultivo de la cepa transformada inducida; Carril 4, muestra no inducida de la cepa
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transformada con pCold | vacio; Carril 5, muestra inducida de la cepa transformada con pCold |

vacio.

5.20 Comprobar la expresion del gen de grisemicina en BL21-Rosetta 2.

5.20.1 Extraccion de RNA.

RNA de buena calidad fue obtenido de las células inducidas transformadas con
nuestro cluster y de la cepa transformada con el vector pCold | vacio (Figura 41),
sin embargo, el RNA extraido de las células no inducidas fue muy poco. No

obstante, se utilizo la misma cantidad de RNA de todas las muestras.

Figura 41. Extraccion de RNA. Carril 1, RNA extraido de la cepa transformada con el vector
pCold | vacio; Carril 2, RNA extraido de la cepa no inducida transformada con la construccion;

Carril 3, RNA extraido de la cepa transformada inducida con la construccién.

5.20.2 Amplificacion del gen de grisemicina a partir del cDNA.

Se logré amplificar el gen de la grisemicina en la cepa transformada tanto
inducida y no inducida, y se usaron como controles positivos las amplificaciones que

se obtienen usando como DNA molde el DNA extraido directamente de S. griseus
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y la cepa transformada con el vector pColdl conteniendo el fragmento del cluster A-
T. La Figura 42 nos muestra que estas amplificaciones corresponden en peso a los
controles positivos, por tanto podemos inferir que el gen de grisemicina (Grm A) esta
siendo expresado.

Otro detalle que podemos observar en la Figura 42 es la intensidad de las
bandas; en los controles positivos la intensidad es mayor, pues la concentracién de
DNA que sirve de molde es mayor, en el caso de las cepas transformantes inducida
y no inducida la intensidad de la banda es menor pero de buena calidad y aun asi
es detectable una mayor intensidad en la transformante inducida.

Los controles negativos por su parte también mostraron amplificacién, si bien es
algo desafortunado, la intensidad de banda es mucho menor en comparacion de los
controles y de las transformantes, pudiendo ser que se deba una contaminacion y

al ser de un bajo peso molecular, facilite la amplificacion de dicha banda.

250 pb

Figura 42. Amplificacién del gen de grisemicina a partir de cDNA. MPM, marcador de peso
molecular; Carril 1, amplificacion del gen usando DNA de la cepa S. griseus; Carril 2, amplificacion

del gen usando DNA plasmidico extraido de la cepa transformada; Carril 3, amplificacion del gen
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usando cDNA de la cepa transformada inducida; Carril 4, amplificacién del gen usando cDNA de la
cepa transformada no inducida; Carril 5, amplificacion del gen usando cDNA de la cepa transformada

con el vector pCold | vacio; Carril 6, amplificacién del gen usando agua como control negativo.

5.20.2.1 Expresion de un gen constitutivo como control.

La amplificacion del gen 16s rDNA fue observable en todas las cepas, sin
embargo y a pesar de que la intensidad es igual en todos los casos, dicha

amplificacion se observa muy tenue (Figura 43).

1500 pb

250 pb

Figura 43. Amplificacién del gen constitutivo 16S rDNA a partir de cDNA. MPM) marcador de
peso molecular; 1) cepa transformada con el vector pCold vacio; 2) cepa transformada con la
construccion pCold-GrisA-T e inducida; 3) cepa transformada con la construccién pCold GrisA-T no
inducida; (-) reaccion con agua en lugar de DNA como control negativo; (+), amplificacion del gen

16S a partir de DNA total de cepa de Lactococcus lactis como control positivo.
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5.21 Amplificacion y secuenciacion del gen estructural de Bottromicina en
S. bottropensis.

El gen fue amplificado exitosamente en S. bottropensis como era esperado, pero
no asi en las demas cepas (Figura 44). Cuando se secuenci6é directamente de
producto de PCR purificado se obtuvo un 95% de identidad pero solo un 78% de
cobertura en relacién a un fragmento del cluster de la bacteriocina; si bien esta es
una identidad relativamente alta, la cobertura abre la duda respecto a si pudiese
tratarse de una variacién de la Bottromicina A, como la reportada por Hou et al.,
2012. Sin embargo, al intentar corroborar esta teoria con una secuenciacién directa
con oligonucleétidos M13 correspondientes a una parte del vector TOPO 2.1 que
contenia nuestro inserto no se obtuvieron resultados que pudiera dar una similitud
en BLAST. Estos resultados senalan la produccién ya sea de bottromycina o una

variante de ella, pero son necesarios mas estudios para corroborarlo.

250 pb

Figura 44. Amplificacién del gen estructural de Bottromicina en diferentes cepas del género
Streptomyces. MPM) Marcador de peso molecular; B) S. bottropensis; G) S. griseus; V) S.
violaceoruber; N) S. nigrescens; (-) Reaccion con agua como control negativo.
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6. CONCLUSIONES:

S. bottropensis, S. griseus, S. violaceorubery S.  nigrescens producen
bacteriocinas sensibles al tratamiento enzimatico que son activas contra bacterias
patbgenas de interés humano, tales como M. luteus, B. wiedmannii, E.
casseliflavus, B. cereusy Vibrio parahaemoliticus, estas bacteriocinas son ademas
termoestables y funcionales en un amplio rango de pH, lo que sugiere que de
obtenerse a partir de un sistema heterdlogo seguro para el ser humano (una bacteria
generalmente reconocida como segura 0 GRAS) tendrian utilidad practica en la
industria alimentaria.

Se demostré que usar un medio rico en nutrientes para el cultivo de estas cepas
del género Streptomyces propicia una mayor produccion de bacteriocinas en la fase
estacionaria, mientras que una temperatura de 37°C incrementa la densidad
poblacional.

La produccion de una bacteriocina activa es posible en el sistema
recombinante E. coli::BL21R2::pColdl con el constructo A-T (GrmA, GrmH, GrmL y
GrmT), sin embargo existe la posibilidad de que la actividad antimicrobiana

observada en el extracto de S. griseus se deba a mas de una bacteriocina.
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